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Capítulo 1: Introducción
Cap. It Introducción
1.- Generalidades
Fue en el año 1909 cuando Young aislé, a partir de levadura en fermentación,
la primera fructosa bisfosfato, la fructosa-1,6-bisfosfato (Fru-1,6-P2 ), identificada años más
tarde, en 1928, porLeveme y Raymond. Tuvieron que transcurrir 71 años para que se alsíara
una segunda fructosa bisfosfato, la fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-2,6-P2), que se descubrió en
1980 a raíz de las investigaciones realizadas para elucidar el mecanismo por el cual el
glucagón, vía su segundo mensajero el AMPo, estimula la gluconeogénesis e inhibe la
glucolisis hepáticas (Van Schaftingen et al., 1980>. La Fru-2,6-P2 se encuentra en eucariotas,
incluyendo levaduras y plantas superiores, pero no en procariotas. Su síntesis a partir de Fru
6P y ATP y su hidrólisis a Fru 6P y Pi son catalizadas por los enzimas 6-fosfofructo-2-
quinasa (PFK-2) y fructosa-2,6-bisfosfatasa (FBPasa2), respectivamente. Las dos actividades
copurifican como un enzima homodímero bifuncional (PFK-2/FBPasa2) (EI-Maghrabi el al.,
1982a), siendo uno de los cinco enzimas bifuncionales conocidos que catalizan reacciones
opuestas y el único cuyo sustrato es un metabolito y no una proteína.
PFK2/FBPasa2-OH
Pi H,O
2
o
IIO.POH,C ~»kJx OH ¡ C.POH,G O O~P•O
o.4.19 4CH,OH Fru-6-P Fru~2,6-P0 FI 011,0>1
\H DII’ 1-4 CH\ffi
OH >1 OH H
Figura 1.1. Síntesis y degradación de la Fru-2,6P2. Adaptada de Van Sohaftingen (1990).
La Fru-2,6-P2 es un potente activador del enzima glucolitico 6-fosfofructo-1-quinasa
(PFK-1) (Van Sohaflingen et al., 1981) y un inhibidor del enzima gluconeogénico fructosa-
1,6-bisfosfatasa (FBPasal) (Pilkis et al,, 1981). La unión de la Fru-2,6-P2 a su sitio activo
en la PFK-1 provoca un incremento en la afinidad del enzima hacia su sustrato, Fru 6P, una
PFK2/FBPasa2-OP
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disminución en la sensibilidad del enzima a la inhibición por ATP y una mejora de la unión
de otro activador alostérico de la PFK-1, el AMP (Kemp y Marcus, 1990). Con relación a
la inhibición de la FEPasal por la Fru-2,6-P2 se han sugerido dos mecanismos de acción de
la Fru-2,6-P2 sobre la FBPasal. Un grupo de investigadores sugieren una interacción de tipo
alostérico entre el azúcar bisfosfato y el enzima, apoyándose en el hecho de que la Fru-2,6-P2
modifica la cinética de la FBPasal hacia su sustrato de un perfil hiperbólico a uno sigmoideo
(Meek y Nimo, 1983). El segundo mecanismo de acción implica la unión del metabolito
bisfosfato al sitio activo de la FBPasal, teniendo en cuenta que la presencia del sustrato Fru-
1,6-P2 permite la unión de la Fru-2,6-P2 e impide la inhibición causada por la modificación
química del sitio activo (MoGrane et al., 1983).
La PFX-1 y FBPasal catalizan la interconversién de Fru 6P y Fru-1,6-P2. El efecto
neto de la acción de ambos enzimas es simplemente la hidrólisis de ATP a ADP y Pi, un
ciclo fútil. Con el fin de conservar la disponibilidad de sustratos energéticos, es importante
para la célula que los dos enzimas tengan mecanismos de regulación opuestos, es decir, que
cuando la PFK-1 (glucolisis) se active, la FEPasal (gluconeogénesis) se inhiba, y viceversa.
En este sentido la Fru-2,6-P2 es, por tanto, un eficiente regulador metabólico.
En el hígado, en presencia de concentraciones fisiológicas de sustratos y efectores,
la PFK-1 es casi completamente inactiva a menos que concentraciones de Fru-2,6-P2 del
rango micromolar estén presentes para liberar al enzima de la inhibición inducida por ATP.
Las concentraciones de Fru-2,6-P2 están en ese rango (Reinhart y Lardy, 1980), por lo que,
en el hígado, la Fru-2,6-P2 juega un papel principal en la estimulación de la glucolisis en el
estado postprandial (cuando la disponibilidad de sustratos energéticos es máxima y prevalece
el papel anabólico de la glucolisis), mientras que durante la anoxia serían otros factores tales
como nucleótidos de adenina y Pilos que jugarían el principal papel regulador, ya que la
concentración hepática de la Fru-2,6-P2 disminuye, probablemente debido al aumento en la
concentración de glicerol 3P que tiene lugar durante la anoxia (fig. 1.2).
En cerebro, médula renal, músculo tetánico, eritrocitos y células espermáticas, la
glucolisis es el principal mecanismo para la provisión de disponibilidad de sustratos
energéticos. En estos tejidos, la Fru-2,6-P2 no parece estar implicada en el control de la
glucolisis, ya que su concentración no está relacionada con los cambios en el flujo glucolítico
2
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(Yamamoto et al.,1990). Cuando la provisión de disponibilidad de sustratos energéticos es
el papel principal que desempeña la glucolisis, el control probablemente lo ejercen los
nucleótidos de adenina, el Pi y el citrato en vez de la Fru-2,6-P2.
Muchos tumores y células de rápido crecimiento mantienen una elevada glucolisis
incluso bajo condiciones aeróbicas, el denominado efecto Warburg. El incremento de la
glucolisis se debe en parte a un aumento en el transporte de hexosas y en la concentración
de Fru-2,6-P,. Una de las características de las células en proliferación es su contenido
relativamente elevado de Fni-2,6-P2. De hecho, una de las concentraciones más elevadas del
metabolito bisfosfato se ha detectado en fibroblastos tratados con ésteres de forbol o
transformados con v-src (Boscá et al., 1985 y 1986; Marchand eL al,, 1992), que es cincuenta
veces superior a la requerida para alcanzar la mitad del efecto máximo en la estimulación de
la PFK-l.
GLUOOI’JEOGENESIS OLUOOLISIS
Precursores
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t
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Figura 1.2. Papel de la Fru-2,6-P2 en el control a corto plazo de los flujos glucolftico/gluconeogdnico
hepáticos. Adaptada de Rousseau y Hue (1993).
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La Fru-2,6-P, está presente en una variedad de píantas tanto en tejidos no
fotosintéticos como en las hojas y, aunque principalmente se encuentra confinada en el
citosol, actúa coordinando la actividad metabólica en diferentes compartimientos subcelulares,
concretamente controlando la interconversión de sacarosa (en el citosol) y almidón (en los
plastos). Los dos únicos enzimas sobre los que la Fru-2,6-P2 actúa en plantas son la
pirofosfato fructosa 6-fosfato 1 fosfotransferasa (PFP) y la fructosa-1,6-bisfosfatfls8.
(FEPasal), que al igual que el metabolito bisfosfato, se localizan en el citosol (MaeDonald
y Buchanan, 1990). A excepción de una escasa activación (10%) de la PFK-1 altamente
purificada de rafz de zanahoria, no hay evidencias de que tanto la forma plastídica como la
citosólica de la PFK-1 sean sensibles a Fru-2,6-P2.
Eru-2,6-P2
Cloroplasto
fi Fru-1,6-F%asa
Piruvato jET! Triosa-P 1 Fru-l.6-P, ~ >‘ Fru-6-P ±~t Glu-1-PjEftsacarosa
PFP
Fru-2 &Pa
Figura 1.3. Papel de la Fru-2,6-P2 en plantas. Adaptada de MacUonaid y flu~hanan (1990).
La PFK-l de levaduras se activa por concentraciones micromoleculares de Ru-
2,6-P2 y, al igual que ocurre con el enzima de mamíferos, la unión de la Fru-2,6-P2
incrementa la afinidad de la PFK-1 por AMP (Kessler et al,, 1982>. En levaduras, la Fru-
2,6-P2 también controla el metabolismo de carbohidratos a través de la inhibición de la
FBPasal (Noda eL al., 1984). La Fru-2,6-P2 participa en el control de la gluconeogénesis no
sólo inhibiendo la actividad bisfosfatasa, sino también estimulando su fosforilación, señal que
indica el inicio de la proteolisis de la FBPasal de levaduras, Probablemente, la Fru-2,6-p~
cambie la conformación de la FEPasal de tal forma que la hace más susceptib]e a la
fosforilación (Pohlig et al., 1983).
La Fru-2,6-P2 también está presente en Tripanosomas, Euglenas, Dunaliellas, en el
4
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moho celular del cieno Dictyos:elium discoideum, así como en las esporangiosporas de
Phycomyces blakesleeanus. No se ha detectado en Trichomonas, Isotricha, en las bacterias
Escherichia coil, Bacillus subtilis, Sbaphylococcus albus, Streptomyces lividans o en las
bacterias fotosintéticas Nonoc rnuscorum y Prochioron (Van Schaftingen et al., 1990). Sin
embargo, la FBPasal de E. ccli es inhibida competitivamente por la Fru-2,6-P2, aunque a
diferencia del enzima hepático, esta inhibición no es sinérgica con el AMP (Marcus et al,,
1984).
2.- Caracterización de los Isoenzimas de PFK-2/FBPasa2
Como ya se ha mencionado anteriormente, la síntesis y la degradación de la
Fru-2,6-P2 están catalizadas por el enzima bifuncional PFK-2/FBPasa2 (E.C. 2-7-1-105/E.C.
3-1-3-46) (fig. 1. 1), A la vista de los diferentes papeles en los que está implicada la Fru-2, 6-
P2, no sorprende la existencia de diversos isoenzimas de la PFK-2/FBPasa2 que capacitan
a los diferentes tejidos para responder de manera distinta tanto a hormonas y nutrientes como
al desarrollo y a estados patológicos.
Desde el descubrimiento de la PFK-2/FBPasa2 de hígado de rata (El-Maghrabi et al.,
1982a, 1982b; Lively et al., 1988), se han identificado otras cuatro isoformas en mamíferos
presentes en músculo esquelético (Darville et al,, 1989; Kitamura et al,, 1989), corazón
(Kitamura y Uyeda, 1987; Tsuchya y Uyeda, 1994), testiculo (Sakata et al., 1991) y cerebro
(Ventura et aL, 1992), así como dos formas de PFK-2/FHPasa2 de levaduras, PFK26
(Kretschmer y Fraenkel, 1991) y FBP26 (Kretschmer et al., 1992). La PFK-2/FBPasa2
también se ha detectado en músculo de anfibios (Pyko et al., 1993) e hígado de peces
(DeFrutos y Baanante, 1994), siendo similares a las isoformas de músculo esquelético e
hígado de rata, respectivamente. En plantas, hay evidencias de la existencia de un enzima
bifuncional (Larondelle et aL, 1986), aunque algunas plantas podrían tener una forma
independiente de FBPasa2 (MacDonald et al. 4987>.
Entre todas las isoformas de PFK-2/FBPasa2 descritas hasta el momento existe un alto
grado de conservación de la estructura de los dominios quinasa y bisfosfatasa, encontrándose
las mayores diferencias en la longitud y composición de las regiones amino y
carboxiterminales, así como en la presencia o ausencia en dichas regiones de varios sitios de
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fosforilación por protefna quinasas (fig. 1.4). Así, por ejemplo, las secuencias primarias de
los dominios quinasa y bisfosfatasa de los enzimas de hígado de rata y corazón bovino son
un 86% idénticas, mientras que sus regiones amino y carboxiterminales comparten tan solo
un.29% y un 42% de homología, respectivamente (Lange et al., 1991). Además de haber una
elevada homologfa entre los tejidos, también existe un alto grado de identidad entre distintas
especies. Por ejemplo, la homología a nivel de la secuencia de aminoácidos de los enzimas
de hígado humano (Lange y Pilkis, 1990; Lange et al., 1993) y de hígado de rata (Colosia
et al., 1987; Darvilte et al., 1987; Colosia et al., 1988) con el enzima presente en hígado
bovino (Lange et al., 1991) es de un 98.3% y 97%, respectivamente.
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Aún cuando las estructuras de los dominios quinasa y bisfosfatasa están altamente
conservadas, hay claras diferencias en las propiedades cinéticas de las distintas PFK-
2/FBPasa2 tejido-específicas (fig. 1.5). Con respecto a las isoformas de hígado de rata,
testiculo y cerebro bovinos, que presentan valores de Vmax similares para sus actividades
quinasa y bisfosfatasa, el enzima de músculo esquelético tiene una relación de actividad
quinasa/bisfosfatasa baja, mientras que el enzima de corazón bovino se encuentra en el
extremo opuesto, con una relación de actividades PFK-2/FBPasa2 elevada (Pilk.is et al.,
1995). Dado que entre todas las isoformas las regiones amino y carboxiterminales son las
&eas de menor homología (fig. 1.4), las diferencias cinéticas mostradas en la figura 1.5
corroboran la hipótesis de que estas regiones son las responsables de la adaptación de las
propiedades catalíticas de cada una de las distintas isoformas a las exigencias metabólicas de
cada tejido (Kurland y Pilkis, 1995).
2.1.- PiFK-2/FBPasal hepaltica (Tipo L)
La PFK-2/FBPasa2 hepática fue el primer isoenzima en ser purificado a
homogeneidad, observándose que sus actividades quinasa y bisfosfatasa copurificaban como
una proteína homodimérica con idénticas subunidades de 55 kDa (El- Maghrabi et al., 1986).
Cada subunidad se divide en tres dominios: un dominio aminoterminal regulador (residuos
1 al 32), un dominio quinasa (residuos 33-250) y un dominio bisfosfatasa (residuos 25 1-470)
(Lively et aL, 1988) (Fig. 1.4). La prueba de la existencia de los dominios se obtuvo cuando
cada uno de ellos se expresó de manera independiente en E. col! mediante técnicas de DNA
recombinante. Cuando el dominio bisfosfatasa (residuos 227-470) se expresó en E. coil, sus
propiedades cinéticas fueron idénticas al dominio fosfatasa del enzima bifuncional, a
excepción de comportarse como un monómero de 30 kDa, mientras que en el enzima
bifuncional actúa como un dímero (Tauler et al., 1988). El dominio quinasa expresado en
E. cotí (residuos 1-257) también es catalíticamente activo aunque la afinidad por ATP y Fru
6P se reduce en comparaci6n con la actividad quinasa del enzima bifuncional (Tauler et al.,
1989). La expresión de los dos dominios en EX col! proporciona una sólida evidencia para
la hipótesis de que el enzima hepático consiste en dos dominios catalíticos independientes
codificados por un gen fusionado.
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Para identificar los dominios catalíticos fue necesario determinar la secuencia primaria
de la proteína. Esto se realizó por secuenciación directa del enzima hepático purificado y por
métodos de clonaje que implican el análisis con anticuerpos de una librería de ADNc de
hígado de rata expresada en Xgtll (Lively et al., 1988). La proteína madura se compone de
470 aminoácidos, siendo el residuo aminoterminal una serma acetilada. El análisis de la
secuencia primada reveló que los dominios quinasa y bisfosfatasa son estructuralmente
similares a los enzimas glucoliticos PFK-1 y fosfoglicerato mutasa (PGM), respectivamente
<Bazan et al., 1989). Este análisis confirma la hipótesis de que la PFK-2/FBPasa2 es
producto de una fusión génica de unidades catalíticas quinasa y mutasa/fosfatasa.
2.1.1.- 6-fosfot’ructo-2-quinasa (PFK-2)
La actividad quinasa cataliza la síntesis de Fru-2,6-P2 a partir de Fm 6P y
ATP-Mg
2~. Transfiere el grupo y-fosfato del ATP a la posición 2 de la Fm 6P, implicando
un desplazamiento en línea en el cual el grupo 2-hidroxil del sustrato unido al enzima ataca
directamente al grupo y-fosfato del ATP (Kountz etal., 1988). La PFK-2 prefiere ATP como
donador de fosfato aunque también puede utilizar GTP y (y-S)ATP (Pilkis et al,, 1995), La
L-sorbosa 6P puede servir también como fosfoaceptor (Pilkis et al., 1985). El pH óptimo de
la reacción quinasa está entre 8 y 9 (EI-Maghrabi et al., 1984). El enzima hepático está
saturado por ATP-Mg2~, es estimulado por fosfato y arsenato (Kountz et al., 1986) y es
inhibido por los dos productos de la reacción ADP y Fru-2,6-P
2 (Ki=50 pM), al igual que
por citrato (Ki=0.5 mM), fosfoenolpiruvato (Ki=0.5 mM) y sn-glicerol 3P a
concentraciones fisiológicas. La Km de la PFK-2 por Fm 6P se ha descrito entre 50-140 ~M.
Los grupos sulfhidrilo son importantes para la actividad PFK-2. El tratamiento con
iodoacetamida de la PFK-2/FBPasa2 de hígado de rata alquila las Cys 107, 160, 183 y 198
(EI-Maghrabi et al., 1987), y supone un incremento de 10 veces en la actividad por Fru 6P
y en la Ki para Fru-2,6-P2. Todo ello implica a estos residuos de Cys como importantes en
el mantenimiento de la conformación del sitio de unión de las hexosas fosfato (Crepin et al.,
1993).
El alineamiento de la secuencia del dominio quinasa del enzima bifuncional hepático
de rata con la secuencia de la PFK-1 de E. col! o Bacillus stearothermophilus (Shirakihara
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y Evans, 1988), junto con experimentos de mutagénesis dirigida han permitido delimitar una
serie de residuos claves estructural o funcionalmente en el dominio quinasa de la PFK-
2/FBPasa2 (ñg. 1.6). Los residuos Arg 195, Arg 225> Arg 230 y Arg 238 de la PFK-2
hepática estarían implicados en la unión con Fm 6P. Concretamente los residuos Arg 195 y
Arg 225 son críticos en la unión al sustrato Fru 6P, mientras que los otros residuos de
arginina, Arg 230 y Arg 238, estarían principalmente implicados en la unión al ATP (Li et
aL, 1992).
El sitio de unión a nucleótidos, también llamado nbf, fue primeramente descrito en
la adenilato quinasa (Schulz et al.,1974). Nbfs similares se han identificado en los dominios
de unión a nucleótidos en otras proteínas como, por ejemplo, p2l ras (Barbacid, 1987) y
PFK-2¡FBPasa2 (Hirst y Sternberg 1991). La secuencia Gly4~Leu-Pro-Ala-Arg-Gly53-Lys-Thr
en el dominio quinasa de la PFK-2/FBPasa2 es similar al nbf presente en todas las PFK- 1
dependientes de ATP (Bazan y Fletterick., 1990).
6PF-1 -K 6PF-2-K
G A F ¡
Figura 1.6. Comparación de la estructura de la PFK-1 de B, stearothermophilus con la hipotética
topología del dominio quinasa de la PFK-2/FBPasal hepática. Adaptada de Pilkis et al. (1995). Las cadenas
(2 y las regiones a-hélice se muestran como flechas cenadas y abiertas, respectivamente. Los elementos
estructurales específicos de la PFK-2 aparecen en tramo rayado. Los residuos que unen ATP se indican como
círculos rayados y aquellos que unen Fm 6P como círculos abiertos, La base catalítica Asp 127 en la PFK-l
y la correspondiente en la PFK-2 (Cys 160) se muestran como círculos cenados.
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2.1.2.- Fructosa-2, 6-bisfosfatasa (FiBPasa2)
La actividad bisfosfatasa cataliza la hidrólisis de la Fn¡-2,6-P2 a Fm ÓP y Pi,
Es estimulada por Pi, sn-glicerol 3P y nucleósidos trisfosfato. La reacción no requiere
cationes divalentes, tiene un pH? óptimo de 5.5-6.5 y es inhibida tanto por el sustrato (Fru-
2,6-P2) como por el producto de la reacción (Fru 6P) (Stewart et al., 1985). En contraste con
la reacción quinasa, la hidrólisis de la Fru-2,6-P2 se cataliza vía un intermedio fosfoenzin’ía
(EP) en un mecanismo clásico ping-pong (Pilkis et al., 1987). El intermedio fosforilado se
ha confirmado recientemente por espectroscopia
31P RMN y contiene un residuo 3-
fosfohistidina (Okar et al., 1995). La figura 1.7 muestra un esquema del mecanismo de
reacción bisfosfatasa. La velocidad de formación del complejo EP es aproximadamente 100
veces la velocidad de hidrólisis, por lo que constituye el paso limitante de la reacción, como
lo demuestra el hecho de que un exceso de Fru 6P inhibe la hidrólisis His-P en vez de su
formación (Stewart et al., 1985).
E’Fru-216-P2 E-P’Fru 6P
4
1Fru-26-P2 Fru6P
Fru 6P Fru~2,6f2 Fru•26~P2
____ Fru SP
E~Fru6P.
Fru6P Pi
E~P E-P’Fru-216-P2
H20 Fru-2,6~P2
H20
E•P~ E~P’H2O
Figura 1.7. Mecanismo de la reaccidn bisfosfatasa de la PFK-2/FRPasa2
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El dominio bisfosfatasa de la PFK-2/FBPasa2 comparte una secuencia homóloga con
la familia de las fosfoglicerato mutasasas (PGM) (Lively et al., 1988). Al alinear la secuencia
de la PGM de levadura y la secuencia de la PFK-2/FBPasa2 de hígado de rata, se comprobó
que el centro catalítico del dominio bisfosfatasa implica la triada fis 258, Gín 327 e Bis 392
(flg. 1.8). La fis 258 es el fosfoaceptor, como lo demuestra el hecho de que se marca al
incubar el enzima con f2-32P]Fru-2,6-p2 (Stewart et al., 1985). La Bis 392 funciona como
donador de protones al grupo saliente, Fru 6P (Tauler et aL, 1990). Finalmente, el residuo
Glu 327 estabiliza el estado protonado de la Bis 392 durante la formación del fosfoenzima
(Lin et al., 1992a). Cualquier mutación en los residuos de Bis 392 y Glu 327 supone la
disminución en la actividad bisfosfatasa y en la formación del intermedio fosforilado (Lin et
al., 1992a), mientras que las mutaciones del residuo His 258 generan una forma de PFK-
2/FiBPasa2 carente de actividad bisfosfatasa al impedir la formación del fosfoenzima (Tauler
et al., 1990).
Otros residuos importantes en el dominio bisfosfatasa de la L-PFK-2/FBPasa2
deducidos del análisis del modelo de la PGM de levadura son los residuos Arg 322, Lys 356
y Arg 360, que estarían implicados en la formación del sitio de unión sustrato/producto y los
residuos Arg 257 y Arg 307 como sitios importantes para la unión del grupo 2-fosfato de la
Fru-2,6-P2 (Lin et al., 1992b) (fig. 1.8).
El modelo del dominio bisfosfatasa propuesto por Bazán y colaboradores basándose.
en la estructura de la PGM de levadura (Bazán et al,, 1989), se confirmó gracias a la
cristalización de una forma truncada de la PFK-2/FBPasa2 en los últimos 30 residuos
carboxiterminales (residuos 251-440), forma que comparte esencialmente todas las
propiedades cinéticas del dominio bisfosfatasa del enzima intacto a excepción de presentar
una mayor Vmax (Lee et al., 1995).
2.1.3.- Regulación de la PFK-2/FBPasa2 hepática
2.1.3.1.- Fosforllaclón de la L-PFK-2/FBPasal
La isoforma de hfgado de rata fue la primera forma del enzima bifuncional en
la que se mostró la regulación por fosforilación catalizada por la PKA (El-Maghrabi et al.,
1982b; Sakaldbara et al., 1984; Rider et al,, 1985).
It
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Arg~3O7
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392
Arg-257 HIs-258 3
E-P•H20
Figura 1.8. Esquema del mecanismo de reacción en la hidrólisis de la Fru-2,6-P, mostrando los residuos
funcionalmente importantes. Adaptada de Pilkis et al, (1995). Paso 1: Durante la formación del E-P en la Bis
258, la Bis 392 actda como donador de protones al oxígeno fosfoester del 02 del sustrato que se encuentra
unido fuertemente a ¡os residuos Arg 257 y Arg 307, mientras que el grupo 6-fosfato de la Fru-2,6-P2 se une
a la Lys 356. Paso 2: Tras la formación del intermedio 3-fosfohistidina9 el grupo 6-fosfato de la Fru 6P se
mantiene unido a los residuos Lys 356 y Arg 352. La carga negativa del grupo carboxilato del residuo Olu 327
niantiene a la Bis 392 en su estado protonado. Paso 3: Hidrólisis del fosfoenzima. El residuo Clii 327 podría
actuar como base catalítica afectando la ionización del agua. Paso 4: El Pi es liberado de su unión a Arg 257
y Arg 307,
La PFK-2/FBPasa2 hepática es fosforilada por PKA en el residuo Ser 32, siendo el
sitio de fosforilación (Arg-Arg-Arg-Gly-Ser) una clásica secuencia consenso para la actuación
de la proteína quinasa (Murray et aL, 1984). Los tres residuos de arginina en el extremo
amninoterminal hacen a la PFK-2/FiBPasa2 un sustrato extremadamente adecuado para la
E Fru-2,6-P2 E-P • Fru-6-P 1
¶1
A
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fosforilación por PKA, Sin embargo, los estudios del efecto del glucagón sobre los
hepatocitos sugieren que el enzima bifuncional es peor sustrato para la PKA que la fosforilasa
o la PK (Bartrons et al., 1983).
El efecto de la fosforilación en la actividad quinasa a pH fisiológico es incrementar
la Km para Fru 6P y disminuir la Vmax, sin afectar la Km para la ATP (Kurland et al.,
1992). La disminución en la afinidad por el sustrato podría deberse a la modificación de la
interacción de la Fru 6P con el residuo al que se une, la Arg 195 (Kurland et al., 1993). El
efecto de la fosforilación en la actividad PFK-2 es máximo a pH 6.5 y ausente a pH 8,
quedando demostrado en hepatocitos de rata incubados con glucagón (Cascales et al,, 1992).
La fosforilación también aumenta la Vmax de la actividad bisfosfatasa, sin modificar
la Km para Fru-2,6-P2, probablemente al incrementar la velocidad de disociación de la Fru
6P del complejo E-P’Fru 6P (fig. 1.7) (Stewart et al., 1986). Por tanto, la incorporación de
1 mol de fosfato/mol de subunidad enzimática implica la disminución de la actividad quinasa
y el aumento de la actividad bisfosfatasa. Estos cambios explicarían la acción del glucagón
a la hora de disminuir la concentración de la Fru-2,6-P2 en el hígado (Bartrons et al., 1983).
Como en el caso del enzima isocitrato deshidrogenasa, la mutación del residuo de Ser
32 de la PFK-2/FBPasa2 hepática a Asp o Glu, mimetiza los efectos que produce la
fosforilación en las actividades quinasa y bisfosfatasa (Kurland et al., 1992). Todo ello apoya
1~la idea de que los efectos de la fosforilación están mediados a través de la introducción de ~
una carga negativa en el residuo Ser 32 situado en el dominio quinasa de la PFK-2/FBPasa2.
<it
La orientación espacial del grupo fosfoserina es esencial para la transmisión del efecto, dado
~i it
que la mutación Ser32Ala en el residuo de serma adyacente (Ser 33) tiene un efecto pequefio
en la actividad quinasa y nulo en la actividad bisfosfatasa.
El análisis de distintos mutantes de la PFK-2/FBPasa2 hepática en los que se habían
suprimido los primeros 22 aminoácidos del enzima bifuncional (Kurland et al., 1993) yio los
últimos 30 aminoácidos del enzima hepático (Lin et al,, 1994), ha permitido desarrollar un
modelo que explica el efecto de la fosforilación en la PFK-2/FBPasa2 de hígado (fig. 1.9).
El homodímero bifuncional se postula que existe en una configuración antiparalela, con las
•1
regiones amino y carboxiterminales interactuando separadamente con los sitios activos de sus
respectivos dominios> así como con los términos opuestos en el otro dominio tanto en la
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forma defosforilada como en la fosforilada. La supresión de estas regiones supone el cese
de las interacciones, lo que provoca la activación del dominio bisfosfatasa y, en el caso de
la mutación en la región aminoterminal, una disminución en la actividad quinasa. La
fosforilación por la PKA, al introducir una carga negativa en la Ser 32, también interrumpirla
estas interacciones provocando cambios recíprocos en la actividad quinasa (inhibición) y en
la bisfosfatasa (activación) (Pilkis et al., 1995).
PiCA ProteínaFosfatasa
Figura 1.9. Interacción entre las regiones amino y carboxiterminales de la PFK-Z/FBPasa2 hepática.
Efecto de la fosforilación dependiente de AMPe, Adaptada de Pilkis et al, (1995). El sitio activo de cada
dominio se indica por un semicírculo negro (si está activado) o blanco (si está inhibido).
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La L-PFX-2/FBPasa2 se defosforila por proteínas fosfatasas, que corresponden a las
fosfatasas 2A y 2C en la clasificación de Cohen y colaboradores (Pelech et al., l984)~
Estudios iii vivo (Assimacopoulis y Renaud., 1990) y en cultivo de células de hepatonia de
rata (Vargas et al., 1994) sugieren que la insulina mejora la actividad de proteína fosfatasas,
probablemente la fosfatasa 2A, defosforilando al enzima hepático bifuncional vía un
mecanismo independiente de AMPc.
2.1.3.2.- Regulación por ADP-ribosilación
La PFX-2/FBPasa2 hepática se ADP-ribosila (2 moles ADP-ribosa/mol
subunidad) preferentemente en los residuos de Arg 29 y Arg 30 a través de la acción de una
ADP-ribosil transferasa específica de arginina. La ADP-ribosilación disminuye la actividad
quinasa sin alterar la actividad bisfosfatasa, bloquca la fosforilación por PKA y altera el
reconocimiento por anticuerpos específicos frente al enzima bifuncional hepático (Rosa et al.,
1995). La ADP-ribosilación constituye otro mecanismo de regulación postraduccional de la
PFK-2/FBPasa2 hepática.
2.2.- PFK-2/FBPasal de corazón (Tipo II)
La PFK-2/FBPasa2 de corazón bovino es, al igual que el enzima hepático, un
enzima bifuncional, Resultado de un corte y empalme (‘splicing”) alternativo de un mismo
transcrito primario (Rider et al., 1992), existen dos formas de PFK-2/FBPasa2 de corazón
bovino de masas moleculares 54 kDa y 58 kDa que presentan la misma actividad
bisfosfatasa, diferenciándose en la actividad quinasa, tres veces superior en el componente
de menor masa molecular. Uyeda y colaboradores sugieren que la forma de menor masa
molecular es un producto de degradación proteolitico de la forma de 58 kDa. (Kitamura et
al,, 1988).
La secuencia de aminoácidos de la PFK-2/FBPasa2 de corazón bovino se dedujo a
partir de la caracterización de su ADNc (Sakata y Uyeda, 1990). El enzima consta de 530
aminoácidos con una subunidad de masa molecular de aproximadamente 60 kDa, ligeramente
mayor que la determinada por electroforesis en SDS/PAGE (58 kDa). Su secuencia es similar
a la PFK-2/FBPasa2 tipo L a excepción de las regiones amino y carboxiterminales que
16
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contienen los sitios de fosforilación (fig. 1.4).
Con respecto a sus propiedades cinéticas, la principal diferencia entre la PFK-
2/FBPasa2 tipo II y la PFK-2/FBPasa2 tipo L es la relativamente baja actividad bisfosfatasa
del enzima de corazón. Mientras que el enzima presente en hígado de rata presenta un
cociente de actividad PFK-2/FBPasa2 de 1, en el enzima de corazón bovino dicho cociente
es de 80 (Rider et al., 1985). A pesar de ello, el enzima de corazón bovino es bifuncional.
Otra diferencia en las propiedades cinéticas de los isoenzimas tipo H y tipo L es la
sensibilidad de la PFK-2 a la inhibición por sn-glicerol 3P. La actividad quinasa de la PFK-
2/FBPasa2 hepática es casi completamente inhibida por concentraciones de sn-glicerol 3P en
el rango mM. Por el contrario, el enzima presente en el corazón es relativamente insensible
a la inhibición por este ligando (Rider et al., 1985).
La PFK-2/FBPasa2 de corazón bovino se fosforila por PKC y PICA. La forma de 58
kiDa contiene 2 sitios de fosforilación localizados en la región carboxiterminal del dominio
bisfosfatasa (Ser 466 y Thr 475). La fosforilación mediada por PICA de la Ser 466 activa la
quinasa al disminuir un 50% la Km para Fru 6P, sin alterar la actividad bisfosfatasa
probablemente por la escasa actividad FBPasa2 presente en el isoenzima de corazón. La
fosforilación mediada por PXC en el residuo Thr 475 no supone ningún cambio en la
actividad quinas.a (Rider et al,, 1992a).
Mediante técnicas de electroblotting y microsecuenciación se ha podido comprobar
que la forma de 54 kDa carece del péptido carboxiterminal (residuos 451-510), péptido que
contiene los sitios de fosforilación descritos por Sakata y Uyeda. A la vista de estas
discrepancias, se procedió a secuenciar la proteína fosforilada, identificándose un nuevo sitio
de fosforilación por PKA en el residuo Ser 29 (Rider et al., 1992a).
Del análisis del isoenzima de rata se comprobó que la PFK-2/FBPasa2 de corazón es
sustrato no sólo de la PKA y PKC sino también de la proteína quinasa dependiente de
Ca2~/ca1modulina, identificándose otro sitio de fosforilación en el residuo Ser 483. Al igual
que tras la fosforilación mediada por PKA, la fosforilación de la PFK-2/FBPasa2 de corazón
por proteína quinasa dependiente de Ca2~/calmodulina provoca el aumento en la actividad
quinasa al aumentar la afinidad hacia el sustrato, Este aumento de actividad explicarla el
incremento del flujo glucolitico que tiene lugar al incrementar el trabajo del corazón (Depré
17
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et al., 1993).
2.3.- PFK-2/FBPasal de mdsculo esquelético (Tipo Nl)
La secuencia aminoacidica del enzima bifuncional PFK-2/FBPasa2 de músculo
esquelético de rata es idéntica a la secuencia del enzima de hígado a excepción del extremo
aminoterminal, Los 32 primeros aminoácidos de la proteína hepática son reemplazados por
un diferente nonapéptido en la PFK-2/FI3Pasa2 muscular de tal manera que el residuo Ser
32, sitio de fosforilación por PKA de la L-PFK-2/FBPasa2, se corresponde con un residuo
de Ala. Este hecho explicarla porqué la PFK-2/FBPasa2 tipo M no es sustrato de la PKA
(Kitamura et al., 1989).
Es interesante hacer notar que este enzima, al contrario de lo que ocurre en el
isoenzima de corazón, es más una fosfatasa que una quinasa, ya que presenta un cociente de
actividades PFK-2/FBPasa2 aproximadamente de 0.1-0.2. Esta elevada actividad bisfosfatasa
sería la responsable de la baja concentración de Fru-2,6-P2 que encontramos en músculo
esquelético en comparación a otros tejidos. Además la actividad quinasa del enzima tipo M
no es muy sensible a la inhibición por sn-glicerol 3P (ICitamura et al., 1989).
La PFK-2/FBPasa2 de músculo esquelético de rata se ha donado, secuenciado y
expresado en E. col!. El análisis del ADNc muestra que existen dos posibles sitios de
iniciación de la transcripción y, por tanto, dos posibles ARNm que darían lugar a dos
proteínas de masas moleculares 53 kDa (forma larga) y 52 kDa (forma corta). El isoenzima
expresado iii vivo en el músculo esquelético de rata y, en menor medida en el hígado, es la
isoforma corta de 52 kfla (Crepin et al., 1992).
2.4.- PFK-2/FBPasa2 de cerebro
Las actividades quinasa y bisfosfatasa en el cerebro de rata coeluyen en las
mismas fracciones sugiriendo que, como el resto de isoformas de mamíferos, el enzima es
también bifuncional. Su actividad bisfosfatasa es 70 veces menor que la actividad quinasa
siendo esta la causa de los niveles relativamente altos de Fru-2,6-P2 presentes en cerebro.
Las propiedades cinéticas son similares a las que tiene la PFK-2/FBPasa2 de corazón:
no es inhibido por sn-glicerol 3P, es más sensible al citrato que el isoenzima hepático y la
si,
1~
/~
•0
-f
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actividad PFK-2 no se modifica tras la incubación con PKA o PKC (Ventura et al., 1991).
También se ha aislado y caracterizado una PFK-2/FBPasa2 de cerebro bovino. Es un
enzima homodimero bifuncional compuesto por una subunidad de 120 kDa de masa
molecular, aproximadamente el doble que la masa molecular de las subunidades del resto de
las PFK-2/FBPasa2 de mamíferos. Al igual que ocurre con el enzima de rata, la elevada
relación de actividades quinasa y bisfosfatasa <cercana a 3) es la causa de la elevada
concentración del metabolito bisfosfato en cerebro bovino (Ventura et al., 1991). El enzima
de cerebro bovino no es sustrato de fosforilación por PKC aunque se fosforila por PKA con
una estequiometrla similar a la observada en el isoenzima hepático. Sin embargo, a diferencia
de la PFK-2/FBPasa2 tipo L, las propiedades cinéticas de la PFK-2/FBPasa2 de cerebro
bovino no se afectan por esta fosforilación (Ventura et al,, 1992). La comparación de las
secuencias del enzima de cerebro bovino y la PFK-2/FBPasa2 de hígado de rata mostró que
el único residuo importante que no se conservaba en el enzima de cerebro era la Arg 307,
residuo implicado en la interacción del enzima con el gnipo 2 fosfato de la Fru-2,6-P2, La
sustitución de este residuo de arginina por una serma explicada la menor afinidad por la
bexosa bisfosfato mostrada por la PFK-2/FBPasa2 de cerebro bovino comparada con la que
encontramos en el enzima hepático de rata (Km Fru-2,6-P2 70 gM vs 5 nM) (Ventura et al,,
1995).
.5
MM2.5.- PFK-2/FBPasa2 de testículo
i4< • . MI
En 1991 Sakata y colaboradores alsíaron, secuenciaron y expresaron en E. col! .54 ~>
dos fragmentos de ADNc que codificaban la secuencia completa de 468 aminoácidos de la
PFK-2/FBPasa2 de testiculo de rata. El enzima mostró un 74%, 67% y 64% de homología
con los isoenzimas de hígado de rata y corazón de rata y bovino, respectivamente.
La proteína expresada tiene una masa de 54 kDa y presenta la mayor actividad
quinasa y la menor actividad bisfosfatasa de entre todas las isoformas de mamíferos. Dado
que el nivel de Fru-2,6-P2 en las células se controla por la relación entre ambas actividades,
la elevada relación quinasa]bisfosfatasa de la PFK-2/FBPasa2 de testículo podría reflejar la
importancia de la hexosa bisfosfato en este tejido eminentemente glucolitico.
Al igual que la PFK-2/FBPasa2 de corazón bovino, la PFK-2/FBPasa2 de testiculo
19
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es sustrato de PKC siendo tres los posibles sitios de fosforilación, residuos Ser 2, Ser 28 y
Thr 443 (Salcata et al,, 1991).
2.6.- PFK-2/FBPasa2 de líneas celulares
La mayoría de las células tumorales presentan, en comparación con las células
normales, una elevada capacidad glucolitica que se mantiene incluso bajo condiciones
aeróbicas. La expresión de distintas PFK-2/FBPasa2 podría contribuir a los cambios en el
metabolismo de la glucosa observados en células transformadas.
La línea desdiferenciada de hepatoma de rata HTC expresa 2 ARNm de la PFK-
2/FBPasa2; uno de los mensajeros, presente a baja concentración, codifica el enzima
bifuncional hepático (Crepin et al., 1989a), mientras que el expresado mayoritariamente
podría corresponder al isoenzima de músculo esquelético (Crepin et aL, 1989b). De acuerdo
con esta hipótesis, las propiedades cinéticas tanto del enzima purificado (Loiseau et al., 1988>
como las de la proteína expresada en E, col! (Crepin et al,, 1989a) se asemejan a las de la
PFK-2/lFBPasa2 tipo Mt mayor sensibilidad a la inhibición por citrato, no inhibición por sn-
glicerol 3P y ausencia de fosforilación por PKA. A pesar de conservar la secuencia del
dominio bisfosfatasa, la PFK-2/FBPasa2 purificada de células HTC no contiene detectable
actividad FBPasa2 (Loiseau et al., 1988), probablemente debido a una modificación
postraduccional.
Las propiedades de la PFK-2/FBPasa2 presente en la línea celular FAO-1, entre ellas
la masa molecular (55 kDa) y la relación de actividades quinasa/bisfosfatasa (cercana a 1.4),
junto con el reconocimiento del enzima por un anticuerpo frente al isoenzima de hígado de
rata, nos indican que el enzima bifuncional de las células FAO-1 es similar a la PFK-
2/FBPasa2 hepática. Estudios a nivel de la expresión del mensajero en esta línea celular, han
demostrado que, aunque en menor medida, la PFK-2/FBPasa2 de músculo esquelético
también se expresa en las células FAO-1 (Espinet et al., 1993).
Finalmente, la PFK-2/FBPasa2 presente en células FTO2B, una línea de hepatoma
de rata altamente diferenciada, es un enzima bifuncional de 55 kDa de masa molecular que
presenta una relación de actividades quinasa/bisfosfatasa cercana a 4. Este valor se diferencia
claramente de la relación existente en los isoenzimas de hígado (—1), músculo esquelético
fis
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(—0.1) y corazón (—80), por lo que la PFK-2/FBPasa2 presente en esta línea celular seria
similar pero no idéntica al enzima presente en estos tejidos (Cifuentes et al,, 1991). Sin
embargo, de la caracterización del AR.Nm de la PFK-2/FBPasa2 de la línea FTO2B,
transcrito a partir de un tercer promotor del gen de la PFK-2/FBPasa2 de hígado/músculo
esquelético, se deduce que la proteína traducida a partir de este ARNm corresponde a la
PFK-2/FBPasa2 de músculo esquelético (Dupriez et al., 1993).
2.7.- Otros isoenzinias PFK-2/FBPasa2
Las mayores diferencias entre el enzima bifuncional de hígado de polío y el
enzima hepático de rata se encuentran a nivel del dominio quinasa, destacando la it
coaperatividad negativa para la unión a ATP, al presentar el enzima aviar una secuencia nbf
tui(G4~LRRPGKT53) distinta a la del isoenzima de rata (G48LPARGKT55), y la inhibición por
Mg
2~ debido a la presencia en su secuencia de dos residuos de aspártico (Asp 160 y Asp
161). Además, los residuos Cys no son esenciales en la actividad quinasa de la PFK-
2/FBPasa2 de hígado de poílo (Li et al., 1993).
Se han donado los ADNc correspondientes a la PFK-2/FBPasa2 de hígado y músculo
esquelético de rana. Codifican proteínas de 469 (tipo L) y 455 aminoácidos (tipo M) que, al
igual que en los isoenzimas de mamíferos, se diferencian en sus extremos aminoterminales.
Los 30 aminoácidos del extremo amino del isoenzima hepático se reemplazan por una
secuencia única de 16 aminoácidos en el isoenzima de músculo esquelético de rana (Sakai et
al., 1994).
En levaduras, las actividades quinasa y bisfosfatasa residen en proteínas
4 fi
independientes (Kretschmer et al., 1987). La PFK-2 está compuesta por subunidades de 93.5
4<
14,,>kDa y no presenta prácticamente actividad fosfatasa, aunque la región interna de su secuencia
<~~presenta homologías con los isoenzi mas bifuncionales de mamíferos (Kretschmery Fraenkel.,
311991). La PFK-2 de levaduras es el único enzima cuya fosforilación porr PICA provoca, al
contrario de lo que ocurre con la quinasa hepática de mamíferos, su activación debido al 4,,
aumento en la Vmax y en la afinidad por el sustrato Fru 6P. Con respecto a la FBPasa2,
40
$445;
existen también dos formas enzimáticas; una de ellas, compuesta por 2 subunidades de 50
kDa, es inhibida por Fru 6P y fosforilada por PKA lo que supone su inactivación
4 sf14
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1,1irti>
(Kretschmer et al., 1987). La otra bisfosfatasa, purificada de S. cerev!siae, defosforila ]a ¡4$4 ti
Fru-2,6-P2 en la posición 6, siendo, por tanto, el producto de su reacción la Fm 2P (Purwin
•1-
et al., 1987). ji.
La relación entre las actividades quinasa y bisfosfatasa en plantas no está clara. Los ~ =í)
‘it,
primeros estudios, realizados principalmente por Larondelle y colaboradores, sugieren que
en las plantas, como en los animales, las dos actividades residen en la misma proteína
(Larondelle et al,, 1986). Sin embargo, MacDonald y colaboradores mostraron que en las
hojas de espinaca (Spinacia oleracea) y lechuga (Lactuca sativa) el enzima que catalizaba la - o’
-ti’
hidrólisis de la Fru-2,6-P2 residía en una proteína distinta a la que catalizaba su síntesis, Esta
actividad bisfosfatasa independiente se caracterizaba por su alta especificidad y baja afinidad
hacia el sustrato y una gran sensibilidad tanto a la inhibición por Pi como por Mg
2~
(MacDonald et al., 1987).
•1~
3.- Los genes de los isoenzimas PIFK-2/FBPasa2
Al descubrimiento de la Fru-2,6-P
2 y el isoenzima de hígado de rata (El ti
--Hl
ti/YMaghrabi et al., 1982a, 1982b) le siguió el aislamiento del gen que lo codifica (gen A) -
(Darvilleet al., 1989; Langeetal., 1992) y su correspondiente ADNc (Colosiaetal., 1987; 444<kv
Darville et al., 1987; Colosia et al., 1988>. Actualmente, se conoce también la estructura del
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gen que codifica la isoforma de corazón (gen B) (Kitamura y Uyeda, 1987; Tsuchya y Uyeda
1994) y la de los ADNc correspondientes a las isoformas de testiculo (Sakata et al., 1991)
y cerebro (Ventura et al., 1992). De la comparación de la estructura de estos ADNc con la
estructura de los ADNc correspondientes a las isoformas de hígado/músculo esquelético y
corazón, se deduce que las isoformas de testiculo y cerebro son productos de genes distintos
a los caracterizados hasta el momento, aunque su estructura aún no han sido determinada.
Hay al menos dos genes distintos que codifican las isoformas presentes en levaduras
(Kretschmer y Fraenkel, 1991; Paravicini y Kretschmer, 1992) y, teniendo en cuenta la
5$presencia de Fru-2,6-P2, podrían existir otros genes en otros tipos de eucariotas unicelulares.
ti»
o
3.1.- Gen A de la PFK-2/FBPasal
El gen A (—60 Kb) se localiza en el cromosoma X de rata (Darville et al., L
¡1 y’
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1989) y humanos (Olson et al., 1989), y da lugar a los ARNm de la PFK-2/FBPasa2 de
hígado (L) (Darville et aL, 1989; Olson et al., 1989; Lange et al,, 1992), músculo
esquelético (M) (Colosia et al., 1988; Darville et al., 1989) y tipo F (FTO2B) (Dupriez et
al., 1993), por el uso alternativo de tres promotores. El promotor muscular se encuentra 4.3
Kb por delante del promotor hepático mientras que el denominado promotor F se localiza 1.5
Kb por delante del promotor muscular (fig. 1.10).
Los ARNm comparten 13 exones consecutivos (exones 2 al 14) (Darville et al., 1989)
y difieren en sus extremos 5’. Un exón adicional 1M ó iL está presente en los ARNm tipo
muscular y hepático, respectivamente, mientras que el ARNm tipo F contiene dos exones no
codificantes (laf y lbf). Los isoenzimas tipo M y tipo E tienen la misma secuencia que el
isoenzima L a excepción de la región aminoterminal, en la que los primeros 32 aminoácidos
que contienen el sitio reconocido por la PICA son sustituidos por un nonapéptido
completamente distinto.
Con respecto a los otros 13 exones comunes a los tres tipos de ARNm codificados por
el gen A, el exón 2 codifica el elemento estructural que contiene la secuencia consenso nbí,
los exones 4, 6 y 7 corresponden a las regiones de la PFK-2/FBPasa2 que contienen los
residuos esenciales de Cys y en el exón 8 se encuentra localizado el residuo de His
fosforilado durante la reacción bisfosfatasa.
3.1.1.- Promotor L
Se han identificado en la cromatina hepática 5 sitios hipersensibles a la
ADNasaI por delante (-1500 y -200 bp) y por detrás (+3000 y +3500 bp) del sitio de
iniciación de la transcripción del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 hepática, implicados
presumiblemente en la regulación de la actividad transcripcional del promotor L
(Zimmermann y Rousseau, 1994).
Ensayos de transfección con promotores a los que se les van suprimiendo distintas
regiones, han demostrado que la máxima actividad del promotor hepático del gen A de la
PFK-2/FBPasa2 se encuentra dentro de las 360 bp por delante del sitio de iniciación de la
transcripción (Lemaigre et aL, 1991). En esta región se han identificado seis secuencias cis
que contribuyen a la actividad transcripcional y especificidad tisular del promotor L
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(Lemaigre et al., 1993).
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Ser 32
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cys 107 160183198
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2 3456 7
E
(2.2 Kb> ARNm hepático
(1.9 Kb) ARNm músculo esquelético
(2.2 Kb) ARNm FTO2B
Figura 1.10. Organización del gen A de la PEK.2IFBPasal: localización y tamaño de lo 17 exones
ind¡cando la posición de los residuos esenciales para la actividad (panel A). Estructura de los tres ARNm
transcritos a partir de este gen (panel B), Adaptada de Darville et al. (1989) y Dupriez et al. (1993). En el
esquema de los ARNm los exones específicos iL, 1M, laf y lbf se representan como rectángulos abierto,
rayado, cerrado y punteado, respectivamente.
El factor nuclear 1 (NF-I), relacionado con el control transcripcional de genes
expresados en el hígado (Paonessa et al., 1988), se une a los sitios 1 (-43 a -66 bp), II (-78
a -102 bp) y y (-225 a-273 bp). El sitio III (-112 a -132 bp), que contribuye
His 258
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aproximadamente, al igual que el sitio IV, a la mitad de la actividad del promotor, une el
factor ubicuo oct-1 y el factor hepático nuclear 3 (HNF-3), de una manera mútuamente
exclusiva. Las proteínas específicas de hígado presentes en el sitio IV (-200 a -216 bp)
confieren especificidad tisular y podrían corresponder a factores relacionados con las
proteínas C/EBP así como al factor Tf-LF2. Por último, el sitio VI (-267 a -283 bp) contiene
una secuencia poly(dG) reconocida probablemente por proteínas implicadas en la interacción
en el nucleosoma (Lewis et aL, 1988).
Además del hígado, el tejido adiposo y el músculo esquelético, que expresan el
mensajero muscular (Crepin et al., 1989a; Darville et al., 1989), contienen también una
pequeña cantidad de mensajero hepático. El hígado fetal, incluso desde el día 19 de
gestación, contiene también ARNm tipo L. Por tanto, el promotor L debe ser activo no sólo
en el hígado adulto sino también en músculo esquelético, tejido adiposo e hígado fetal
(Zimmenian y Rousseau, 1994).
3.1.2.- Promotor M
En el promotor muscular también se ha identificado un sitio hipersensible a
la ADNasaI en la posición -4500 bp con respecto al sitio cap del ARNm de la PFK-
2/FBPasa2 hepática (Ziinmermann y Rousseau, 1994).
En un primer momento se identificaron dos regiones en el promotor muscular de! gen
A de la PFK-2/FBPasa2. La región promotora propiamente dicha se extiende 200 bp por
delante del sitio cap del ARNm del isoenzima bifuncional de músculo esquelético (Lemaigre
et al,, 1991). Esta región contiene la caja TATA, dos sitios de unión a NF-! y dos sitios de
unión para dos factores transcripcionales pertenecientes a la denominada familia de factores
de cremallera de leucina (DEP y NFILÓ/LAP), También incluye tres sitios hexaméricos que
constituyen el receptor de la hormona tiroidea y que además unen otros miembros de la
superfamilia de receptores nucleares (ácido retinoico, vitamina D3 y los receptores para
estrógenos) (Brent et a.l., 1991).
La otra región del promotor tipo M es un fragmento de 200 bp (-16151-1807) que
estimula hasta 12 veces la actividad de este promotor. Este fragmento distad tiene todas las
propiedades de un intensificador (“enhancer’) y comprende 6 sitios de unión para dos tipos
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de factores: Spl y EF-lA (Lemaigre et al., 1991). Si bien esta región se caracterizó en un
primer momento como un intensificador del promotor muscular, recientemente se ha
comprobado que constttuye el promotor F caracterizado en la línea celular de hepatoma de
rata FTO2B (Dupriez et al., 1993).
Entre las secuencias reguladoras de genes expresados en músculo (MEF-2, CarG, M-
CAT y cajas E) (Tuil et al. 1990), sólo se han identificadoS posibles cajas E en el promotor
M.
Se ha identificado también una región de 150 bp en el promotor muscular que
contiene una secuencia consenso Ap-l esencial para la activación transcripcional (Darville
et al., 1989). Esta región une heterodimeros Jun/Fos, proteínas importantes en la regulación
de la proliferación y ciclo celular. De esta forma, la cantidad de ARNm de la PFIC-
2/FBPasa2 es dependiente del ciclo celular, alcanzando su valor máximd en la fase 5 del
ciclo (Salvadó et al., 1994).
3.1.3.- Promotor F
Dupriez y colaboradores demostraron recientemente que las células de
hepatoma de rata FTO2B expresan un ARNm distinto al mensajero hepático, que es transcrito
a partir de un tercer promotor localizado 1 .5 ICb por delante del promotor muscular del gen
A de la PFK-2/FBPasa2. El promotor es activo en hígado y músculo fetal, placenta y en
varias lineas celulares de rata <Dupriez et al., 1993). Carece de caja TATA y contiene vados
sitios de unión para el factor de transcripción 5pi y para factores pertenecientes a la familia
de oncogenes ets, algunos de los cuales son tejido-específicos o están implicados en la
respuesta a señales extracelulares (Seth et al., 1992).
Se ha identificado una región de respuesta al suero en el primer exón del ARNm tipo
F que contiene una secuencia consenso para el factor de transcripción E2F que controla la
expresión de genes inducidos en la transición G1/S en el ciclo celular, por lo que
el promotor F pertenecería a la familia de genes de respuesta tardía al suero. El promotor
es inhibido en procesos de diferenciación, se activa por mitógenos y oncoproteinas v-src y
se regula por oncoproteinas ni’ y, vía E2F, antioncogenes de la familia Rb/p 107 (Darville
et al., 1995).
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3.2.- Estructura del gen B que codifico al isoenzi¡na de corazón
La PFK-2/FBPasa2 de corazón de rata es codificada por el gen 13 de 22 Kb,
localizado en el cromosoma 13 (Hilliker et al,, 1991). El gen se compone de 16 exones y,
aunque los exones 3-14 que codifican los dominios quinasa y bisfosfatasa son similares a los
que conforman el gen A, contiene exones distintos en ambos extremos 5’ y 3’, hecho que
está en concordancia con las diferencias existentes en los extremos amino y carboxilo de los
isoenzimas de corazón, músculo esquelético e hígado (Darville et al., 1991).
La región promotora del gen B de rata tiene una organización estructural y funcional
inusual, El gen contiene realmente 4 exones más de los 16 previamente descritos y al menos
3 promotores (Rl, R3 y R4), dos de los cuales (R3 y R4) corresponden a secuencias
exónicas. Da lugar a 4 ARNm (Rl-R4) que difieren en la secuencia 5’ por delante del exón
2 común que contiene el sitio de iniciación de la traducción (Chikri y Rousseau, 1995) (flg.
1.11).
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Figura 1.11. Organización de la reg¡dn promotora del gen IB y estructura del extremo 3’ de los ARNnis
Rl, Rl, 113 y R4 de la PFK-2fFBPasal de corazón de rata. Adaptada de Chikri y Rousseau (1995). El
tamaño en nucledtidos (nts) se refiere a la longitud de los mensajeros por delante del exón 2.
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El gen 13 también codifica al isoenzima de corazón bovino. En este caso, el gen (de
aproximadamente 27 Kb) comprende 16 exones similares a los encontrados en el gen de rata
a excepción del primer exón no codificante, de tan sólo 28 bp en el gen de corazón bovino,
y el exón 16 que codifica la secuencia carboxiterminal de la PFK-2/FBPasa2 de corazón
bovino (fig. 1.12).
La región promotora de! gen bovino (-1 a -261) carece de caja TATA y contiene 3
secuencias ricas en OC, potenciales sitios de unión a Spl, una caja invertida CCAAT y
potenciales cajas E que reconocen factores de transcripción tipo hélice básica-lazo-hélice y
que se sabe están implicadas en el control de otros genes expresados en corazón tales como
las cadenas a y tJ pesadas de miosina (Thompson el al,, 1991; Molkentin et al,, 1993) y a-
actina (French et al., 1991).
Al menos 5 ARNin son codificados por el gen de la PFK-2/FBPasa2 de corazón
bovino: 3 se traducen en la proteína de 58 ¡<Da con variaciones en el número de aminoácidos
codificados por el exón 15, otro de los ARNm da lugar a la proteína de 54 kDa al no
contener el exón 15 y, finalmente, del quinto ARNm surge una forma truncada del enzima
en la que el exón 8 se ha suprimido y que carece de actividad quinasa y bisfosfatasa (Vida]
et al., 1993).
B:vlno 1 14567 9 11~I 12121415 16 ___________
Ill/i
Mala IIM~ 3 liii II
Figura 1.12. Organización estructural del gen IB de la PFK-2/F’BPasal de corazón bovino. Comparación
con el gen de la isofonna de corazón de rata. Adaptada de Tsucbiya y tjyeda (1994). Las cajas cerradas
representan los exones mientras que las líneas horizontales representan los intrones y secuencias de flanqueo
5’ y 3’. La caja abierta representa la región del exén 16 similar a la presente en el gen de corazón de rata,
28
Cap. 1: Introducción
4.- Control hormonal de la expresión del gen de la PFK-2/FBPasa2
La regulación hormonal del gen de la PFK-2/FBPasa2 se ha estudiado
principalmente a nivel del isoenzima hepático de rata, tanto in vivo como en cultivos
celulares y en lineas establecidas de hepatoma de rata. No se han llevado a cabo estudios
acerca de la expresión génica del isoenzima bifuncional en cerebro, corazón o testiculo,
4.1.- Glucocorticoides
La concentración de Fru-2,6-P2, actividad y contenido de la PFK-2/FBPasa2
hepática así como los niveles de su correspondiente ARNm, disminuyen en los hígados de
ratas adrenalectomizadas. Todos los niveles se normalizan tras la administración de
glucocorticoides debido a la estimulación de la transcripción del gen (Marker et al., 1989).
La concentración del mensajero de la isoforma de músculo esquelético también aumenta tras
la administración hormonal, aunque el grado de activación es menor que el observado en el
ARNm hepático (Lange et al., 1989).
El efecto de los glucocorticoides en el mensajero de la PFK-2/FBPasa2 tipo L
observado ¡ti vivo se reproduce en hepatocitos de rata en cultivo primario. Los niveles
ti
prácticamente indetectables del mensajero del enzima bifuncional en ausencia de hormonas
aumentan en los hepatocitos en cultivo tras el tratamiento con dexametasona, El efecto de la
vii
hormona es bloqueado por actinomicina D y cicloheximida, lo que nos indica la necesidad
de la síntesis de proteínas ~Langeet al., 1989). La inducción por dexametasona es potenciada f~ ji1
/
por insulina o tiroxina e inhibida a tiempos cortos por el AMPe (Kummel y Pilkis, 1990).
La regulación de la expresión del enzima bifuncional por glucocorticoides ha sido 1
también establecida en las lineas celulares de hepatoma de rata FTO2B, FAO-l y en su
progenitor HII4E. La línea celular HTC, una línea mucho más desdiferenciada, no está
sometida a regulación hormonal (Crepin et al,, 1989b). La exposición de células FTO2IB a
dexametasona o insulina incrementa los niveles de ARNm tipo F al afectar la transcripción
del gen de la PFK-2/FBPasa2 (Pilkis et al., 1995). La inducción es bloqueada por el AMPc
y, en el caso de la provocada por la insulina, se pierde al eliminar la glucosa del medio
(Cifuentes et al., 1991). Las células FTO2B, aunque minoritariamente, también expresan la --
isoforma hepática cuya inducción por dexametasona es suprimida por insulina (Lemaigre et
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al., 1994).
En la línea de hepatoma FAO-l, que expresan mayoritariamente la forma de ARNm
de la forma hepática, la dexametasona e insulina inducen la expresión del mensajero del
enzima bifuncional, efecto antagonizado por el AMPc (Espinet et al., 1993).
Finalmente, la adición de dexametasona y/o insulina incrementa de una manera
sinérgica y dependiente de tiempo y dosis, el contenido de Fru-2,6-P2, enzima y ARNm de
la PFK-2/FBPasa2 en la línea de hepatoma HII4E. El efecto es independiente de AMPc y
es mediado tanto por la estimu]ación de la expresión del gen como por la modulación del
estado de fosforilación del enzima bifuncional por la insulina (Vargas et al., 1994).
Los genes cuya transcripción se estimula por glucocorticoides contienen secuencias
cis, denominadas elementos de respuesta a glucocorticoides (ORE), que se unen y son
activados por el receptor de glucocorticoides (Rousseau y liMe., 1993). En el gen A de la
PFK-2/FBPasa2 se han identificado 3 posibles ORE localizados en la zona promotora (Lange
et al., 1989) y un potente ORE localizado en el primer intrón, entre el exón 1 hepático y el
exón 2, a 3.5 y 8.5 Kb de los sitios de iniciación de la transcripción hepático y muscular,
respectivamente (Lange et el., 1992). Este ORE intrónico, compuesto de 2 sitios de unión
en tándem para receptores de glucocorticoides, es similar a la unidad de respuesta a
glucocorticoides (GRU) descrita para el gen de la PEPCK (Imai et al., 1990). Además,
coincide con el sitio hipersensible a ADNasall más distal identificado en la cromatina hepática
(posición +3500) (Zimmermann y Rousseau, 1994), si bien este sitio hipersensible es
independiente a glucocorticoides, hecho similar al observado en el gen de la PEPCK (Ip et
al., 1989).
4.2.- Hormonas tiroideas
La actividad quinasa hepática, contenido de PFK-2/FBPasa2 y niveles de su
ARNm disminuyen en ratas tiroidectomizadas, efecto revertido por la administración de la
hormona tiroidea (Wall et al., 1989). La inducción en los niveles de mensajero no se detectó
en hepatocitos de rata en cultivo primario, incluso tras 5 días de cultivo en presencia de la
hormona, lo que sugiere un efecto postranscripcional (Kummel y PilKis, 1990).
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4.3.- Insulina y glucagón
La cantidad cte PFK-2/FBPasa2 hepática disminuye en el hígado de ratas
ayunadas y diabéticas, alcanzando niveles normales tras la realimentación con una dieta rica
en carbohidratos o tras la administración de insulina o vanadato, respectivamente. El
incremento en la cantidad de enzima bifuncional se correlaciona con un aumento en los
niveles del ARNm correspondiente (Colosia et al., 1988). Si bien Crepin y colaboradores no
detectaron cambios en el contenido de ARLNin, sugiriendo que se producía una disminución
en la traducción del mensajero (Crepin et aL, 1988), Miralpeix y colaboradores observaron
una disminución significativa de los niveles de ARNm de la PFK-2/FlBPasa2 con la diabetes
(Miralpeix et al., 1992).
La estimulación de la transcripción por la insulina podría estar relacionada con la
presencia de una secuencia en el promotor L (posición -293) similar a la que media la
inhibición por insulina en el gen de la PEPCK. Esta secuencia también está presente en los
genes de la OK y enzima málico, cuya transcripción es estimulada por insulina (O’Brien y
Granner, 1990). Además podría actuar también a nivel del procesamiento del ARNm y/o a
nivel de la degradación proteica.
El glucagón disminuye ¡ti vivo la cantidad de proteína y ARNm de la PFK-2/FBPasa2
hepática debido a una inhibición en la velocidad de transcripción y, en menor medida, a que
acelera la degradación del mensajero (Rosa et al., 1993). Este efecto del glucagón se observa
en hepatocitos adultos en cultivo tratados con su segundo mensajero el AMPc (Lange et al.,
1989). Otros agentes o condiciones que al igual que el glucagón elevan la concentración de
AMPc también causan una disminución en la concentración de Fru-2,6-P2, entre los que se
pueden citar el agente¡3-adrenérgico isoproterenol (Hue et al., 1981) o la adenosina (Bartrons
et aL, 1984).
La vasopresina, angiotensína II y el agente a-adrenérgico fenilefrina, al incrementar
la concentración citosólica de calcio, activan la fosforilasa y, por consiguiente, la degradación
del glucógeno. Ello implica una elevación en la concentración de hexosas 6P, lo que provoca
el incremento en los niveles de Fru-2,6-P2 y una estimulación de la glucolisis. La
estimulación de la glucolisis por fenílefrina también ha sido observada en corazón y músculo
esquelético. En ausencia de calcio, la fenilefrina actuarla como agente ¡3-adrenérgico
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incrementando los niveles de AMPc y, por tanto, estimulando la gluconeogénesis (Hue et al.,
1981). En hepatocitos de ratas ayunadas, dada la ausencia de glucógeno, el efecto
predominante de catecolaminas, vasopresina y angiotensina es estimular la gluconcogénesis
por un mecanismo dependiente de AMPc (Hers y Hue, 1983).
4.4.- Factores de crecimiento, ésteres de forbol y oncogenes
El factor de transcripción TGFfi disminuye los niveles de proteína, actividad
y mensajero de la PFK-2/FBPasa2 en hepatocitos adultos en cultivo primario, al inhibir la
expresión del gen A (Joaquín et al., 1994). El efecto opuesto lo causarla la exposición de
hepatocitos a su mitógeno más potente, el factor de crecimiento de hepatocitos (HOF). La
acción del HCIF podría explicar los cambios metabólicos que tienen lugar durante la
regeneración hepática. Tras una hepatectomia parcial, los niveles del ARNm de la PFK-
2/FBPasa2 tipo L disminuyen hasta niveles indetectables, incrementándose durante la fase
proliferativa de la regeneración hepática (Rosa et al., 1992a, 1992b>.
Concentraciones mitogénicas de insulina, el factor de crecimiento epidérmico y los
ésteres de forbol incrementan el contenido en Fru-2,6-P2, actividad quinasa y flujo glucolitico
en una serie de células como fibroblastos de embrión de pollo (Boscá et al., 1985) y células
HT29 de adenocarcinoma de colon humano (Denix-Pouxviel et al., 1990). Estos cambios en
el flujo glucolifico y actividad quinasa se han descrito también tras la transformación de
fibroblastos de embrión de pollo por retrovirus que expresan los oncogenes v-src o v-fps
(Marchand et al., 1992). En la mayoría de estos casos no se han determinado los niveles de
ARNm y transcripción del gen durante la proliferacién celular. Sin embargo, 4 pequelias
regiones de la PFK-2/FBPasa2 presentan un 62-64% de homología al antígeno 1 producido
por el virus del polioma de ratón y la proteína El sintetizada por el virus del papiloma
humano. Esas similitudes abren la posibilidad de que algunas regiones del enzima bifuncional
puedan ser un producto de un protoncogen (Hue y Rousseau, 1993).
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Durante la transición del período fetal al neonatal tienen lugar importantes cambios
en el metabolismo hepático de carbohidratos. Estos cambios se inducen por factores
hormonales y nutricionales (Blázquez et al., 1974) y por modificaciones en la expresión de
enzimas e isoenzimas específicos de tejido (Lyonnet et al., 1988).
El metabolismo de carbohidratos en el hígado fetal se caracteriza por tener una
elevada actividad de la vía glucolítica y de la vía de las pentosas -fosfato con el Fm de
mantener una intensa biosíntesis. Los enzima gluconeogénicos no están presentes o muestran
bajas actividades por lo que la síntesis de glucosa es limitada. Esta elevada capacidad
glucolítica del hígado fetal disminuye a lo largo del desarrollo paralelamente a la disminución
en la actividad máxima de los enzimas hexoquinasa y fosfofructoquinasa. Tres días antes del
nacimiento, la síntesis del glucógeno se intensifica para permitir al neonato subsistir durante
las primeras horas de vida postuterina en las que todavía no se ha iniciado la gluconeogénesis
(Schubert et al., 1983).
El contenido de Fru-2,6-P2 en el hígado fetal de rata es bajo (alrededor de 1 nmol/g)
y disminuye transitoriamente tres días antes del nacimiento, cuando comienza la síntesis del
glucógeno. Al nacer, el nivel del azúcar bisfosfato disminuye nuevamente y se mantiene por
debajo de 1 nmol/g durante los primeros quince días de vida, Esta relativamente baja
concentración, comparada con la presente en hepatocitos adultos (8 nmol/g células), es
suficiente, sin embargo, para activar la PFK-l y conferir al hígado fetal su elevada capacidad
giucolitica (Martín-Sanz et al., 1987).
El hígado fetal de rata expresa una forma de PFK-2/FBPasa2 que presenta importantes
diferencias con respecto al enzima de hígado adulto. Aunque ambas isoformas se componen
de subunidades de similar masa molecular (55 kDa), presentan tamaños distintos en filtración
en gel (89 kDa y 100 kDa para el enzima fetal y adulto, respectivamente) y el
reconocimiento por un anticuerpo específico frente a un decapéptido aminoterminal de la
proteína adulta es mínimo en la proteína fetal. Por otra parte, la PFK-2/FBPasa2 fetal,
aunque se fosforila por ]a PKA, no presenta ningún cambio cinético en su actividad, en
contraste con la inhibición de la actividad quinasa y la activación de la fosfatasa que ocurre
en el enzima adulto. Además, el perfil peptídico que muestran La forma fetal y adulta de la
PFK-2/FBPasa2 tras ser fosforiladas por la PKA y digeridas posteriormente con CNBr es
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diferente. Por tanto, los sitios de fosforilación por PKA de la PFK-2/FBPasa2 adulta y fetal
son distintos y están localizados en diferentes péptidos. Otra diferencia importante es la
fosforilación por PKC del enzima fetal, ausente en la forma adulta (Martin-Sanz et al.,
1992). El efecto del glucagón en el hígado adulto conduce a una disminución en la cantidad
de proteína y ARNm de la PFK-2/FBPasa2 así como a la fosforilación del enzima bifuncional
catalizada por la PKA, lo que provoca la inhibición de la actividad quinasa al disminuir la
afinidad hacia su substrato, y la activación simultánea de la actividad bisfosfatasa al aumentar
la Vmaix de la reacción (Pilkis et al., 1995). La incubación de hepatocitos fetales con
glucagón no afecta la actividad quinasa ya que no se observa ningún cambio en la relación
de actividad medida a pH 8.5/6.6, incluso a concentraciones de la hormona por encima de
1 j~M. Además, el enzima parcialmente purificado de hepatocitos fetales de 21 días no
experimente cambios en la afinidad por Fru EP tras la exposición a la hormona y exhibe una
inhibición por sn-glicerol-3P marcadamente menor a la descrita para el enzima adulto
(Martin-Sanz et al., 1987). Todos estos resultados sugieren que el hígado fetal de rata
contiene un tipo de PFK-2/FBPasa2 distinto al presente en el hígado adulto.
Teniendo en cuenta estas consideraciones nos propusimos los siguientes objetivos:
1.- Estudiar la regulación hormonal a nivel de la expresión del ARNm de la PFK-
2/FBPasa2 presente en el hígado fetal.
2.- Caracterizar el ARNm de la PFK-2/FBPasa2 de hígado fetal para comprobar si
nos encontramos efectivamente ante un isoenzima distinto al expresado en el tejido adulto,
3.- Estudiar los cambios que se producen en la PFK-2/FBPasa2 durante la transición
fetal-neonatal para entender las alteraciones metabólicas que tienen lugar durante este
período.
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1.- Materiales
1.1.- Equipo instrumental
Para la realización de este trabajo se utilizaron los siguientes aparatos:
- Balanzas de precisión y granatarios de Sartorius modelos 1203 MP y 1207 MP-2.
- pHmetros de Radiometer Copenhagen, modelo 52.
- Bomba de perfusión Miniplus-2 de Oilson.
- Bailos: Heto-Denmark y Unitronic 320 OR de Selecta.
- Microscopio óptico Nikon.
- Campana de flujo laminar Telstar modelo PV-lOO.
- Incubador Heraeus.
- Ultraturrax Janke-Kunkel modelo TR 50.
- Homogeneizador para pistilo de teflón modelo K 43 de Tri-R Jnstruments
(Rockville, N.Y., Estados Unidos).
- Sonicador Vibra CeIITM (Modelo 100 W), Sonics & Material inc. Danbury.
Connnecticut. Estados-Unidos.
- Centrífugas: Heraeus modelo Minifuge T, Kontron modelo Centrikon H-401, Y
Ii
Heraeus Biofuge 13 y ultracentrífuga Centrikon T-2080 de Kontron.
- Contador de centelleo liquido 1209 Rackbeta LKB (Wallac).
1~
- Densitómetro láser Molecular Dinamios (Kemsing, Reino Unido).
- Espectofotómetro Hitachi modelo U-2000.
- Cubetas y fuentes de electroforesis (Power pac 300 y 3000) de Bio-Rad (Richmond
C.A., Estados Unidos).
- Cubeta para geles de secuenciación Jordan Scientifics (Bloomington in.).
- Secador de geles modelo 583. Bio-Rad.
- Bomba Aspirator A-3S Eyela (Toldo, Japón).
- Sistema de transferencia de proteínas de Bio-Rad.
- Sistema de transferencia VacuneoeneTm XL de Uharmacia.
- Aparato de PCR ADN Thermal Cycler 480 de Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, 1 -
Estados Unidos).
- Bloque térmico Tembloc de Selecta.
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- Transiluminador de U,V.: Ultraviolets Products Co. Chromatowe C-61.
1.2.- Reactivos
Los substratos, antibióticos, hormonas, coenzimas y enzimas, se obtuvieron
de Boehringer (Manheim, Alemania) o de Sigma (St. Louis, U.S.A.). Los reactivos de
laboratorio de grado analítico fueron de Merck (Darmstadt, Alemania), y los reactivos para
la técnica de electroforesis fueron suministrados por Bio-Rad (Richmond, CA, U.S.A.). La
agarosa y los medios para el crecimiento de bacterias fueron de Hispanagar (Barcelona,
Espafla).
Los reactivos y material plásticopara cultivos celulares fueron de Biological Industries
(Kibbutz Beit Haemek, Israel), Bio-Whittaker (Walkersville, Estados Unidos), Tecno Plastic
Products (Trasadingen, Suiza) y Becton Dickinson (Plymouth, Inglaterra).
Los reactivos radioquinúcos y el liquidode centelleo BetaMaxTM fueron suministrados
por ICN.
Los reactivos de biología molecular fueron de Perkin-Elmer Cetus, Stratagene (La
Jolla, Estados Unidos), Promega (Boehringer Ingenheim, Alemania) y Schleicher y Schvell
(Darmstadt, Alemania).
La síntesis de p¿ptidos se ordenó a Neosystem y las películas autorradiográficas
Hyperfilm MP fueron de Amersham (Bucks, Reino Unido).
1.3.- Material biológico
1.3.1.- Animales
Se trabajó con ratas Albino Wistar preñadas (300-350 g), a las que se alimentó
con una dieta estandar de laboratorio (Sanders H-28) y agua ad llbñum, La edad gestacional
se determinó por criterios estandar (Di Marco et al., 1976). En el día 19, 20 ó 21 de
gestación, los fetos se obtuvieron por cesárea y el hígado se utilizó inmediatamente o se
congeló en N2 liquido. Ratas Albino Wistar macho (180-200 g) se alimentaron y mantuvieron
en las mismas condiciones que las hembras, con el fin de comparar los hígados fetales y
adultos.
Los animales tratados con dexametasona se inyectaron intraperitonealmente durante
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cuatro días con una solucion salina esteril que contenia 50 ~¿gdel glucocorticoide
Para el estudio ¡ti vivo del efecto del AMPc en la regulación de la PFK-2/FBPasa2,
ratas Albino Wistar macho se inyectaron intraperitonealmente con 2 ¡nl de solución salina
esteril que contenía el derivado 8-(4-clorofeniltio)AMPc (ph-AMPc) y teofilina, ambos a una
concentracion de 600 hg/kg peso. En el caso de los fetos, tras anestesiar a la hembra con éter
y exponer el útero, los fetos de 21 días de uno de los cuernos del útero se inyectaron
subcutaneamente a través de la pared uterina con una solución salina (100 yI) que contenía
50 gg del derivado ph-AMPc y la misma cantidad de teofilina. Los fetos localizados en el
cuerno opuesto, considerados como controles, se inyectaron tinicamente con la solución
salina.
1.3.2.- Preparación de homogeneizados hepilticos
Los hígados se homogeneizaron en ultraturrax con 4 volumenes (p:v) de un
medio que contenía fosfato potásico 20 mM, DT1’ 1 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM y
leupeptina 10 ~M (pH 7.4 a 40C), al que se añadió NaF 50 mM para inhibir la actividad de
proteínas fosfatasas. Tras centrifugar los homogeneizados a lOSOOOg durante 30 mm, se llevó
a cabo una purificación parcial mediante un doble fraccionamiento con polietilenglicol (PEG
6000) al 2-15%. El precipitado se resuspendió en 0.25 volumenes del medio de
homogeneización sin NaF.
Para determinar la concentración de Fru 2,6-1>2, los hígados se homogeneizaron en
NaOH 50 mM (1:20, p/v), y se mantuvieron a 800C durante 10 mm,
1.3.3.- Aislamiento de bepatacitos
1.3.3.1.- Aislamiento de hepatocitos adultos
Los hepatocitos se obtuvieron por perfusión ¡ti situ del hígado de rata con un
medio que contenía colagenasa, según el método descrito por Hue y colaboradores en 1978.
Las ratas se anestesiaron mediante una inyección intraperitoneal de Nembutal a la
dosis de 7 mg/lOOg de peso. Una vez anestesiado, se inyectó al animal en la vena femoral
0,5 ml de heparina (Leo) al 1% para evitar la coagulación sanguínea y facilitar el lavado del
hígado de su contenido hemático. La canulación se llevó a cabo en la vena porta de manera
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que se empezó a perfundir el hígado con 40 mí/mm de medio Hepes sin calcio (Hepes 20
mM, KCl 1 mM, MgSO4 1 mM, fosfato potásico 5 mM, NaCí 150 mM y glucosa 10 mM,
pH 7.4). Para facilitar el drenaje, se abrió una salida provisional en la vena cava inferior por
debajo de la desembocadura de las venas renales, Rápidamente se abrió la cavidad torácica
y se introdujo un catéter de plástico en la porción torácica de la vena cava inferior
recogiendo el catéter apartir de este momento todo el flujo de salida procedente del hígado.
Los primeros 300 ml de medio se desecharon, agregando a los restantes 100 ml 40
mg de colagenasa (0.15 U/mg) y CaCI2 1 mM. Tras 20 mm de perfusión con colagenasa, la
suspensión celular se filtró a través de varias capas de gasas y se centrifugó durante 1 mm
a 50g. El precipitado se resuspendió en medio Hepes sin colagenasa y se centrifugó de nuevo
para eliminas los restos de membranas, Tras la centrifugación, las células se resuspendieron
en el medio de cultivo, La viabilidad de la suspensión de hepatocitos obtenida, determinada
mediante el ensayo de Unción con el colorante Azul de tripan y a través de la medida de ]a
actividad lactato deshidrogenasa, fue superior al 90%.
1.3.3.2.- Aislamiento de hepatocitos fetales
Los hepatocitos fetales se prepararon por el método de digestión con
colagenasa (Martin-Sanz et al.,1987). En el día 19, 20 ó 21 de gestación, ratas Albino Wistar
preñadas se sacrificaron por dislocación cervical y se obtuvieron los fetos por cesárea. Se
tomaron en total 12 g de hígado fetal que, tras trocear para hacer una papilla homogénea,
se distribuyeron en erlenmeyers (3g/erlenmeyer) y se incubaron en un baño con agitación (40
ciclos/mm) a 370C, durante 30 mm, bajo gaseo continuo (0JC02, 19:1), con 15
ml/erlenmeyer de medio Krebs bicarbonato sin calcio (NaCí 0.12 M, NaHCO3 0.02 M,
glucosa 10 mM, KCI 0,48 M, MgSO4 0.12 M y fosfato potásico 0.12M) y EOTA 0.5 mM.
La suspensión celular resultante se centrifugó a SOg durante 2 mm. El precipitado se
resuspendió e incubó de nuevo durante 60 mm en 15 ml/erlenmeyer de medio Krebs
bicarbonato suplementado con calcio 2.5 mM y colagenasa 0.5 mg/ml.
Transcurrido el tiempo de incubación, la suspensión se pasó a través de un filtro de
500 pm y se centrifugó durante 4 mm a 35g. Tras aspirar el sobrenadante, el precipitado de
células se resuspendió en 10 ml de medio Krebs bicarbonato sin calcio y se filtró a través de
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una membrana de nylon de 200 !¿m. El filtrado se centrifugó a 35g durante 4 mm y el
precipitado se resuspendió de nuevo en 10 ml de medio Krebs, filtrándose a través de una
membrana de 100 gm. Tras centrifugar a 35g durante 4 mm la operación se repitió una vez
más, filtrando en esta ocasión a través de una membrana de 60 pm.
La contaminación con células hematopoyéticas se determinó por observación
microscópica siendo menor del 5%. La viabilidad celular, determinada por el ensayo de
Unción con el colorante Azul de tripan y a través de la medida de la actividad lactato
deshidrogenasa, fue superior al 90%.
1.3.3.3.- Condiciones de cultivo
Los hepatocitos aistados adultos y fetales de 21 días (3-4 x 106) se sembraron
en platos de cultivo de 6 cm empleando un medio de cultivo que contenía 2.5 ml de DMEM
suplementado con 10% (v:v) de suero bovino fetal. Después de 4h de incubación para
facilitar que las células quedasen adheridas a los platos, se aspiró el medio y se lavaron las
células dos veces con PBS para eliminas los hepatocitos no adheridos,
El medio se reemplazó por 2 ml de DMEM conteniendo un 0,2% de albúmina de
suero bovino libre de ácidos grasos (Fracción y). Las hormonas y ligandos empleados en los
distintos experimentos, preparados bajo condiciones estériles, se adicionaron al medio de
cultivo de tal manera que el volumen del medio no se vió afectado en más de un 2%. Cuando
se investigó el efecto de la actinonúcina D o la cicloheximida, las células se incubaron 30
mm con los inhibidores antes de la adición de hormonas o ligandos.
Se eligieron los cultivos de hepatocitos fetales de 21 días debido a que la máxima
diferencia en la respuesta hormonal de la PPK-2/FBPasa2 observada en cultivo primario se
producía en esta edad gestacional.
Para medir la concentración de Fru 2,6-1>2, las células (platos de 1 cm) se recogieron
con 1 ml de NaOH 50 mM, manteniéndose a 800C durante 10 mm.
Para determinar las actividades enzimáticas los hepatocitos se lavaron una vez con
medio DMEM sin albúmina y se extrajeron con 1 ml de un medio que contenía fosfato
potásico 20 mM, Dfl 1 mM, NaF 50 mM, PMSF 0.5 mM y leupeptina 10 MM, pH 7.4.
La suspensión celular se sometió a la acción de los ultrasonidos durante cuatro períodos de
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20s para romper las células e inmediatamente se centrifugó 15 mm a máxima velocidad en
una centrifuga eppendorfpara eliminar los restos celulares. El sobrenadante se fraccionó con
polietilenglicol al 15% para precipitar la PFK-2/FBPasa2. El precipitado se resuspendió en
el medio de extraccion sin NaF.
1.3.4.- Transformación de bacterias competentes. Preparación de plásmidos.
Obtención de insertos.
Bacterias E. col! de la cepa DHScv se hicieron competentes por el método de
Hanahan modificado (Sambrook et al.,1989), transformándose posteriormente con 1 ng de
plásmido, que contenía el inserto empleado en el análisis por Northem Blot,
Las bacterias transformadas se crecieron en placas de medio LB a las que se añadió
el antibiótico al que eran resistentes en virtud del plésmido introducido.
Las bacterias transformadas con el plásmido se dejaron crecer en 100 ml de medio
LB-4-antibiótjco, manteniéndose durante toda la noche a 37 0C con agitación constante, El
cultivo de bacterias se centrifugó a 3000g durante 3-5 mm, tras lo cual se añadió lisozima
con el fin de digerir la pared bacteriana. Tras 15 mm a temperatura ambiente, se añadió la
solución de lisis (NaOiH 0.2 M, SDS 1%), se mantuvo a esta temperatura 5 mm y se llevó
finalmente a 4W. Para precipitar las proteínas y el ADN cromosómico, se añadieron 4.5 ml
de acetato potásico 3M pH 4.5 y se incubó a 40C durante 15 mm, eliminándose
posteriormente por filtración. El ADN plasmidico se precipité del sobrenadante con
isopropanol y para eliminar los ARN de la preparación, se añadieron 50g/ml de AiRNasa A
10 mg/mí, incubando a 37W durante 30 mm. Posteriormente, se añadieron 250 fig/ml de
proteinasa K y se incubé 2h a 50 0c.
Finalmente, se extrajo el ADN plasmidico con 500 pd de una mezcla 1:1 (y/y) de
fenol/cloroformo. El proceso de extracción se repitió hasta que no se apreció interfase, El
ADN se precipité a -20W durante toda la noche con 0,1 volumenes de acetato sódico 3 M
pH 4.5 y 2 volumenes de etanol absoluto. La cantidad de plásmido obtenido se analizó
espectofotométricamente y por electroforesis en gel de agarosa al 1 % en tampón TBB (Tris
0.02 M pH 8.5, EDTA 0.4 mM, ácido bórico 0.2 M).
Los insertos se obtuvieron por digestión de los plásmidos con el/los enzimas de
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restricción adecuados, Para ello, se incubó, durante toda la noche a la temperatura adecuada,
una mezcla de reacción que contenía, en un volumen final de 150 pl, tampón de restricción
lx, 200 pg del plásmido a digerir y una unidad/vg de plásniido del enzima de restricción.
El inserto se separó del plásmido digerido por electroforesis en gel de agarosa de bajo punto
de fusión al 1 % y extracción con fenol/cloroformo.
Los plásmidos e insertos utilizados fueron los siguientes:
PPK-2/FBPasa2 PEPCK L-PK a-CREB fi-actina
Plásmido pEMBL pBR322 pBR322 pGEM pUC 18
Resistencia Amp Tetr Tetr Amp Amp
Enzima de EcoRI PstI PstI Ecorl/ Ecorl/
restricción HindIlí HindIfl
Inserto 1.4 Kb 1 Kb 1.8 Kb 1,25 Kb 0.6 Kb
Ribosonal 18S
Plásmido pBR322
Resistencia Tetr
Enzima de
restricción
Inserto 200 bp
u
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2.- Métodos
2.1.- Determinación de Fru-2,&P2
La cantidad de Fm 2,6-P2 se determinó por el procedimiento descrito por Van
Schaftingen y colaboradores basado en la medida de la actividad de la PPi-PFK de patata,
enzima que cataliza el paso de Fm 6P y PPi a Fm 1,6-1>2 y Pi en presencia de Fru 2,6-Pa
(Van Schaftingen et al., 1982). El ensayo contenía, en un volumen final de 0.2 mí, Tris-HCI
20 mM, acetato magnésico 5 mM, Dfl 5 mM, NADH 0.15 mM, ALD 10 gg/ml,
TIM/GDH 20 pg/ml, Fm 6P 1 mM, PPi-PFK 0.4 unidades/ml y 20 pl de los homogenados
hepáticos en NaOH 50 mM (1:20, p/v). La reacción se inició por la adición de pirofosfato
0.5 mM, midiéndose la absorbancia a 340 nm. La disminución de la absorbancia a 340 nm
es proporcional a la cantidad de Fyu 2,6-1>2 presente en los extractos.
2.2.- Determinación de la actividad quinasa de la PFK-2/FflPasa2
La medida de la actividad PFK-2 se basa en la formación de Fm 2,6-1>2 a
partir de ATP y Fm 6P, según el método descrito por Bartrons y colaboradores (Bartrons
et al., 1983). La actividad PFK-2 “total y la actividad PFK-2 “activa”, correspondiente a
la forma no fosforilada del enzima, fueron medidas a pH 8.5 y 6.6, respectivamente.
Basándose en las características cinéticas del enzima, a pH 8.5 las dos formas tienen la
misma actividad, mientras que a pH 6.6 la forma fosforilada es prácticamente inactiva en las
condiciones del ensayo.
Para la medida de la actividad PFK-2 total la muestra se incubó a 30W en un
volumen final de 200 pl de un medio compuesto por Tris-HCI 50 mM, KCI 100 mM, MgC~
7 mM, Fru 61> 5 mM, MgATP 5 mM y fosfato potásico 1 mM, pH 8.5. La forma activa de
la PFK-2 se midió en un medio de incubación que contenía PIPES 50 mM, KCl 100 mM,
MgCI2 7 mM, Fm 61> 1 mM, MgATP 5 mM y fosfato potásico 5 mM, pH 6.6. La cantidad
de Fru 6P estaba en relación 1:3 con la Glu 61> para prevenir cambios en su concentración
por la acción de la fosfoglucosa isomerasa. Las incubaciones se pararon añadiendo un
volumen de NaOH 50 mM y calentando a 80”C durante 10 mm. La Ru 2,6-1>2 formada se
determinó basándose en el poder estimulador del metabolito bisfosfato sobre la PPi-PFK de
patata. Una unidad de actividad PFK-2 se definió como la cantidad de enzima que catalizó
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la formación de 1 prnol de Fru 2,6-P2 por minuto a 30W.
2.3.- Detección con anticuerpos de la PFK-2/FBPasaZ
2.3.1.- Preparación de anticuerpos
Se prepararon dos anticuerpos policlonales; un primer anticuerpo frente a un
decapéptido correspondiente al dominio aminoterminal de la PFK-2/FBPasa2 de hígado
adulto (GELTQTRLQK) (anticuerpo especifico), y un segundo anticuerpo frente al enzima
adulto purificado (anticuerpo común). Para ello, conejos blancos macho, raza New Zealand,
se inmunizaron con inyecciones intradérmicas múltiples de una emulsión compuesta por 300
pg de antígeno en 1 ml de adyuvante Freund’s completo (1:1). La inmunización se completó
cada dos semanas con inyecciones de recuerdo (inyecciones “booster”) que contenían 100 pg
de antígeno en adyuvante Freund’s incompleto. El péptido se acopló con glutaraldehido y
hemocianina dializada según el método descrito por Reichlin en 1980.
Una vez inmunizados los conejos, se recogió la sangre y se mantuvo toda la noche
a 4
0C para que se formara el coágulo. Al día siguiente y con el fin de separar el suero del
coágulo, se centrifugó a 4W, durante 15 mm, a lSOOg. El suero se guardó a -70”C hasta
el momento de ser utilizado.
2.3.2.- Análisis por Western blot
Las proteínas se fraccionaron electroforéticamente en condiciones
desnaturalizantes en un gel al 10% de acrilamida/bisacrilamida (29.2/0,8) (SDS/PAGE),
según el método descrito por Laemmli en 1970. Previa a su aplicación en el gel, las muestras
se calentaron a 95W durante 5 mm en el tampón de muestras Laemmli (5:1), cuya
composición es Tris-l-ICI 62.5 mM pH 6.8,2% SDS, glicerol al 10%, 5% 3-mercaptoetanol
y 0.001% de azul de bromofenol. El tampón de electroforesis está compuesto por Tris-HCI
25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.01%.
Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de
polivinilideno dit’luoruro Hybond~-PVDF (Amersaham) aplicando, durante lSh, un voltaje
de 0.5 mA/orn. El medio de transferencia contenía Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol
20%, pH 8.3. Después de la transferencia y con el fin de saturar los puntos de unión
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inespecificos, las membranas se mantuvieron durante 2h en una solución de leche en polvo
desnatada al 3% en TES (Tris 10 mM pH 7.5 y NaCí 0.1 M). Transcurrido este tiempo y
tras lavar 4 veces con TBS y Tween 20 al 0.1% (TTBS) (5 mm/lavado), las membranas se
incubaron durante 90 mm con los anticuerpos común y especifico de la PFK-2/FBPasa2. Tras
la incubación, las membranas se lavaron de nuevo con rr~s y se expusieron durante otros
90 mm a un segundo anticuerpo, una inmunoglobulina G de cabra anti-conejo conjugada con
peroxidasa.
Tras los 90 mm de incubación con el segundo anticuerpo, se volvieron a realizar 4
lavados con rrns y, finalmente, se reveló el antigeno empleando el sistema ECL
(Amersham). La cuantificación de la intensidad de las bandas se realizó por densitometría
láser empleando como control muestras de PFK-2/FBPasa2 purificadas transferidas en las
mismas membranas.
2.4.- Extracción de ARN total
El ARN total presente en 100 mg de hígado se obtuvo por el método de
Chomczymsld (Chomczymski y Sacchi, 1987). Las muestras se homogeneizaron en un medio
que contenía 4 ml de solución D (tiocianato de guanidinio 4 M, citrato sádico 25 mM pH
7.0, sarcosil 0.5% y fi-mercaptoetanol 0,1 M), 0.4 ml de acetato sódico 2 M y 4.4 ml de
fenol bídestilado pH 7, solución en la que las proteínas quedan desnaturalizadas evitando de
este modo que las ARNasas puedan degradar al ARN.
El medio de homogeneización se repartió en tubos eppendorf añadiendo 100 pl/mI de
mezcla Chisam (cloroformo:alcohol isoamiico, 24:1). Para solubilizar el ARN, los tubos se
agitaron vigorosamente durante 30s y se mantuvieron en hielo durante 15 mm. Transcurrido
este tiempo, las muestras se centrifugaron durante 15 mm a 4.<’C en una centrífuga
Eppendorf, tomando la fase superior. Para precipitar el ARN, se añadió un volumen de
isopropanol, manteniendo las muestras como rnfnimo lh a ~20oC.
Después de la precipitación, las muestras se centrifugaron nuevamente durante 15
minutos a 4 0C. El precipitado de ARN se lavó dos veces con etanol al 75%, centrifugando
durante 5 mm entre cada lavado, En el caso de que se partiera de tejido, el ARN se reextrajo
siguiendo el mismo procedimiento.
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Para determinar la cantidad y calidad del ARN, se eliminó el etanol y el precipitado
se resuspendió en EDTA 1 mM en agua tratada con dietilpirocarbonato (agua DEPC). La
muestra se valoró en el espectofotómetro y se midió su absorbancia a 260, 280 y 310 nm,
valores que corresponden, respectivamente, a la cantidad de ARN, proteínas e impurezas
presentes en la preparación. La relación entre DO2GO/DO2RO es un índice de la calidad del
ARN, considerándose buenos los valores comprendidos entre 1,9 y 2.
Para la extracción del ARN total de los cultivos de hepatocitos fetales y adultos, las
células se lavaron dos veces con PES y se recogieron en 1 ml de solución D, 0.1 ml de
acetato sódico 2 M y 1.1 ml de fenol bidestilado pH 7, procesándose de la misma manera
que la indicada para la extracción del ARN total de las muestras de tejido.
2.5.- Obtención de poIiA-ARN
Los ARNm se separaron del resto de ARNs por cromatografía de afinidad en
oligo (dT)-celulosa (Sambrook et al., 1982). En primer lugar, se pesaron 75 mg de oligo
(dr-celulosa (Stratagene), se disolvieron en 2 ml de agua DEPC y se mantuvieron a 4W
durante l-2h para que se hidratan la resma.
Las columnas (poly-prep chromatography columns, Bio-Rad) se lavaron varias veces
con NaOH 0.1 N preparada en agua DEPC, se llenaron con 10 ml de esta solución, y se
mantuvieron durante aproximadamente Ih. Transcurrido este tiempo, se lavaron dos veces
con agua DEPO y se añadió la resma ya hidratada, empaquetándola hasta aproximadamente
0.5 cm. Las columnas se lavaron de nuevo con 1 ml de agua DEPO y se equilibraron con
tampón de unión BB1x hasta pH neutro (medio BB2x: Tris-ROl 0.02 M, NaCí 1 M, EDTA
2 mM y SDS al 1% pH 7.5; el tampón se diluye con agua DEPC).
1 mg de ARN total se resuspendió en 500 ~l de agua DEPO y, tras calentar durante
10 mm a 6500 con el fin de desnaturalizar el ARN y enfriar posteriormente a 4W, se
completó el volumen de resuspensión a 1 ml con tampón BB2x. Una vez resuspendido, el
ARN se aplicó a la columna. El eluato se recogió inmediatamente en un tubo estéril, se
calentó a 6500 durante 5 mm y, tras enfriar a 4W, se aplicó de nuevo a la columna. Para
mejorar el rendimiento, el proceso se repitió en otras dos ocasiones.
Tras añadir el ARN, la columna se lavó con tampón BB1x hasta que la absorbancia
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a 260 nm del eluato fue indetectable. En este punto los ARNm se eluyeron con 4 ml de
tampón de elución (Tris-HOl 0.01 M, EDTA 1 mM, SDS 0.05%, pH 7.5), precalentado a
3700. Las fracciones con mayor D.O. a 260 nm, normalmente las dos primeras fracciones,
se precipitaron a -200C durante toda la noche con 0.1 volumenes de acetato sódico 3 M y
un volumen de isopropanol.
Transcurrido el tiempo de precipitación, las muestras se centrifugaron durante 15 mm
a 400 en una centrífuga Eppendorf. El ARNm precipitado se lavó con etanol al 75% y se
resuspendió en 5-10 pl de agua DEPO. En condiciones normales, la cantidad de paliAs
extraídos corresponde a un 10% del total de ARN a partir del cual se obtienen.
2.6.- An4lisis por Northern blot
Alícuotas de ARN total (20-30 pg) se desnaturalizaron a 65W durante 15 mm
en formaldehido 5%, formamida 50%, glicerol 8%, azul de bromofenol 0.4% y cianol xileno
0.4%. Tras la desnaturalización, el ARN total se fraccionó por electroforesis (20 mA, 15h)
en un gel de agarosa al 0.9% que contenía formaldehido al 2% y tampón MOPS lx (MOPS
¡Ox: MOPS 0.2 M, acetato sódico 0.05 M y EDTA 5 mM pH 7.4) (Maniatis et al., 1982).
Después de transferir el ARN del gel a membranas Nytran NY-13N con SSO lOx (NaCí 1.5
M y citrato sódico 0.3 M pH 7.4) mediante un sistema de vacio a baja presión, las
membranas se prehibridaron durante al menos 6h a 420C, en un medio que contenía
formamida 50%, NaCí 0.25 M, fosfato sódico 0,1 M pH 7.2, SDS 7% y ADN de esperma
de salmón 0.1%. Transcurrido el tiempo de preliibridación y después de marcar los
fragmentos de ADN empleados como sondas con [a-32P]dCTP(3000 Ci/mmol) por el método
random primed (eficiencia del 37-55%), las membranas se hibridaron durante 16h a 4200.
Tras la hibridación, las membranas se lavaran una vez a temperatura ambiente durante
10 mm y una o dos veces a 42W durante 30 mm con SSO Q.lx y SDS 0.1% (relación
señallfondo, 3:1), exponiendo la membrana a una película Hyperfilm-MP (Amersham). Para
corregir las deficiencias de carga y comprobar que las diferencias en la expresión de los
ARNm eran especificas, cada membrana se rehibridó con un fragmento de 0.6 Kb
EcoRI/HindIII, aislado de un vector YO18, que reconoce específicamente el ARNm de la ¡3-
actina (amablemente cedida por José Gonzalez Castaño. Instituto de Investigaciones
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Biomédicas, 0510. Madrid), o bien, en los casos en los que el ARNm de la ¡3-actina variase,
una sonda que reconocía al ARN ribosomal 185 (amablemente cedida por la Dra. Isabel
Fabregat. Universidad Complutense de Madrid), marcado en este caso mediante el método
del desplazamiento de mella (“nick-translation’9. La cuantificación de las señales obtenidas
se realizó por densitometría (Molecular Dinamics, Kemsing, U.K). Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias como el cociente de la expresión del ARNm a estudio/(3-
actina o ribosomal.
Las sondas empleadas en el análisis Northern blot fueron:
- Sondas que reconocen al ARNm de la PFK-2/FBPasa2
* Sonda común: Fragmento de 1.4 Kb EcoRI aislado del ADNc de la PFK-
2/FBPasa2 (exones 3-14), que reconoce específicamente el ARNm expresado en hígado,
músculo esquelético y línea celular FTO2B (Colosia et al., 1988; Darville et al., 1989;
Dupriez et al,, 1993), amablemente cedida por el Dr. Tauler, Universidad Autónoma de
Barcelona.
* Sonda 0.5 kb: Fragmento de 480 bp correspondiente a los exones 1, 2 y parte del
3 de la secuencia de la PFK-2/FBPasa2 de hígado de rata (nucleótidos 172-649 con respecto
al sido de iniciación de la transcripción (+1)) (Lange et al,, 1989), aislado del plásmido
pBS(SK)500 (amablemente cedido por el Dr. Tauler, Universidad Autónoma de Barcelona)
tras la digestión con los enzimas PstI/HindIII.
* Sancta iL: Fragmento de 310 bp correspondiente al exón lL que reconoce
específicamente el ARNm de la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto (nucícótidos 182-469)
(Crepin et al., 1988), preparada por PCR a partir de ADN genómico (par de cebadores
sentido: 5’GCG/GOO/G AA/nC/TAO/ATC/TGG/OAG/CAG/AAG3’,antisentido5’GOG/
GCC/GAA/’1T0/GOO/COT/TCG/CCG/’VI’G}CAG3’). A partir de esta sonda y mediante
digestión con el enzima XhoI, eliminamos los dítimos 90 nucleótidos empleando también este
fragmento como sonda (sonda 1L-90).
* Sonda 1M: Fragmento de 170 bp correspondiente al exón 1M que reconoce
específicamente el ARNm de la PFK-2/FBPasa2 de músculo esquelético (nucledtidos 33- 178)
(Darville et al,,1989), preparada por PCR a partir de ADN genómico (par de cebadores:
sentido5’GOG/GCC/GAA/UC/AGG/GCG/C’fl’/CCT/CAO/COT/TCC3’ ,antisentido5’GC
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G/GCC/GAA/flO/TGT/TCT/Cfl/AGA/GGO/T1T/fl03’).
* Sonda flhO2B: Fragmento de 227 bp correspondiente al exón laf de la secuencia
del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 presente en células FTO2B (nucleótidos 69-271) (Dupriez
et al., 1993), preparada por PCR a partir de AUN genómico (par de cebadores: sentido
5’GCG/GCC/AAG/Crr/CGG/AGO/TGA/GGT/GGA/GGC/TGT3’,antisentido 5’GOG/GC
O/AAG/Orr/GOT/AGC/GTG/CGci/CCA/GAA/GAG3’).
- El análisis del ARNm de la PEPCK se llevó a cabo con un fragmento de 1 Kb
PstI aislado de un vector pBR322 (Friedman et aL, 1993), amablemente cedida por la Dra.
Predestinación García Ruiz, Universidad Autónoma de Madrid.
- Los niveles de ARNm de la L-PK se determinaron con un fragmento de 1.8 Kb
PstI aislado de un vector p1BR322 (Lene et al., 1986), amablemente cedida por el Dr. Axel
Kahn, Instituto Cochin, París.
- Los niveles de ARNm de la proteína a-OREB se determinaron con un fragmento
de 1.25 Kb aislado de un vector pGEM, amablemente cedida por el Dr, José Ramón
Naranjo, Instituto Cajal. Madrid.
2.7.- Hibridación en solución/Ensaya de protección con ARNasas
Otra de las técnicas que se empleó en el análisis del mensajero de la PFK-
2/FBPasa2 presente en hígado fetal de rata fue la técnica de hibridación en solución/ensayo
de protección con ARNasas (Zinn et al., 1983). BI fragmento que comprendía los exones 11,
2 y parte del exón 3 de la secuencia de hígado adulto de rata (nucleótidos 17 1-650, con
respecto al sitio de iniciación de la transcripción <+1)) (Lange et al., 1989), se insertó en
el sitio de policlonaje del plásmido pBS (SK) entre los promotores del bacteriófago T7 y T3
de tal forma que permitió la síntesis de ARN antisense.
El ensayo consta de tres etapas:
a) Síntesis de la ribosonda: Después de linearizar el plásmido con el enzima de
restricción Hind III, se llevó a cabo la reacción de transcripción in vitro en una mezcla que
contenfa, en un volumen final de 20 pl, Tris-HOl 40 mM pH 7.9, MgCI2 6 mM, espermidina
2 mM, NaCí 10 mM (tampón de transcripción lx), Dfl 10 mM, 40 unidades de inhibidor
de ribonucleasas pancreático, 0.5 mM de ribonucledtidos (rATP, rGTP y rCTP), rUTP 24
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pM, 500 ng del plásmido linearizado, 50 pCi de [a-32P]UTP(600 Oi/mmol) y 15 unidades
del enzima T3 ARN polimerasa. La incubación se hizo a 3700 durante lh, transcurrida la
cual se incubó el ADN a 370C durante 15 mm, con una solución que contenía 1 jA de
inhibidor de ARNasas VRO, 10 unidades del enzima ADNasaI y 7.5 pg de ARNt.
La ribosonda sintetizada se extrajo primero con fenol/chisam (1/1, vN) y,
posteriormente, con chisam. Se precipitó a -20”C durante 45 mm en 2:5 volúmenes de etano]
absoluto y 0.075 volumenes de acetato sódico 3 M. Transcurridos los 45 mm, se centrifugó
durante 30 mm a velocidad máxima en una centrífuga Eppendorf, el precipitado se
resuspendió en 30 pl de agua DEPO y se reprecipitó a ~200Cdurante otros 45 mm, con 1.5
pl de acetato sódico 3 M y 75 pl de etanol absoluto. Finalmente, y tras centrifugar durante
30 mm en una centrífuga Eppendorf, el precipitado se resuspendió en la cantidad apropiada
de agua DEPO para que la ribosonda sintetizada tuviera UY cpm/pl, manteniéndose a 400
hasta su uso.
b) Hibridación en solución: 40 pg de ARN total se resuspendieron en 29 pl del
tampón de hibridación lx &recalentado a 4200), formado por un volumen de tampón de
hibridación 4x (Tris 80 mMpH 7.6, EDTA 4 mM, NaCí 1.GM, 0.4% SDS) y 3 volúmenes
de formamida desionizada. Tras añadir 1 pl de ribosonda (106 cpmfreacción), la mezcla de
reacción se calentó a 8500 durante 5 miii, con el fin de evitar estructuras secundarias que
impidiesen una correcta hibridación ARNm-ribosonda, se enfrió lentamente hasta 4200 y se
mantuvo la hibridación a esta temperatura durante toda la noche. También se incubaron dos
tubos adicionales sin ARN que sirvieron como control del funcionamiento posterior de las
ARNasas (control positivo) y como control del estado de la ribosonda (control negativo).
c) Ensayo de protección frente a ARNasas: Después de 18h de hibridación, el ARN
no hibridado y el control positivo se digirieron a 30~C durante lh con 40 pg/ml de ARNasa
A y 2 pg/ml de ARNasa T, en un tampón formado por Tris 10 mM pH 7.6, EDTA 5 mM
y NaCí 300 mM. El control negativo se trató con el mismo tampón sin contener ARNasas.
Tras el periodo de incubación, las muestras se trataron con 20 íd de SDS 10% y 50 gg de
proteinasa K (20 ~¿g/pl),durante 15 mm a 37W. Los híbridos se extrajeron con fenol/chisam
y se precipitaron a ~20oC,por espacio de lh, con acetato sódico 4 mM, 2.2 volumenes de
etanol absoluto y 20 pg de ARNI.
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Finalizada la precipitación, se centrifugó a 400, a máxima velocidad durante 30 mm
utilizando una centrífuga Eppendorf. El ARN protegido se resuspendió en agua DEPC y se
añadió el tampón de carga (formamida 95%, EDTA 10 mM y 0,03 ng/pl de una mezcla de
cianol xileno 1 ng/pl y azul de bromofenol 1 ng/pl). Tras desnaturalizar a 9500 durante 3
mm, los productos se analizaron en un gel de acrilamida/bisacrilamida (19/1) al 8%
conteniendo urea 8M. El gel se secó y se expuso a una película autorradiográfica Hyperfilm-
MP (Amersham).
2.8.- Reacción de extensión con cebador (“Primer extension”)
El estudio del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 presente en el hígado fetal se
amplió utilizando la técnica de la reacción de extensión con cebador (Primer extension), que
se utiliza para determinar la localización del extremo 5’ de ARNm específicos. Esta técnica
emplea un oligonucleótido especifico, marcado en el extremo 5’, que se hibrida al ARNm
y actúa, en presencia de deoxinucleótidos, como cebador para el enzima transcriptasa en
reverso. De esta forma, el ARNm se transcribe a ADNc, producto que se analiza en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida. La longitud del AUNo refleja el número de bases
existentes entre el nucleótido marcado del cebador y el extremo 5’ del ARNm (Sambrook et
al., 1989).
El análisis consta de tres etapas:
a) Marcaje del oli2onucleótido: El oligonucleotido se marca en su extremo 5’
empleando el enzima polinucícótido quinasa T4, enzima que cataliza la transferencia del
(y)fosfato terminal del ATP al 5’-hidroxil terminal del ADN y ARN. La reacción se lleva
a cabo a 3700 durante lh, en un medio que contiene, en un volumen final de 25 pl, 40
pinoles del oligonucleótido a marcar, tampón quinasa lx (tampón lOx: Tris-HOI 0.5 M,
MgCI2 0.1. M, D¶lT 50 mM, espermidina 1 mM y EDTA 1 mM, pH 7.6), 150 pCi [y-
32P]ATP y 25 unidades del enzima polinucleótido quinasa T4. La incubación se para
añadiendo al volumen de reacción 1 pI de EDTA 0.5 M pH 8, completando hasta 100 pI con
agua bidestilada y calentando a 7000 durante 10 mm. En nuestro ensayo se utilizó el
oligonucleétido antisense P 5 ‘Arr/AGT/GAA/CTG/TGG/TAT/GGA/03’ complementario
a los nucleótidos 471-492 de la secuencia de la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto (Lange et
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al., 1989), marcado con una actividad específica de 0,5-1x109 cpm/gg (fig. 2.2).
b) Hibridación del oli2onucleótido marcado al ARNm: 5 ~g de poliA-ARN
se hibridaron con el oligonucleótido marcado (106 cpm/reacción de hibridación) durante 30
mm a 58~60oC, en un volumen de reacción de 16 M1 formado por Tris-ROl 50 mM pH 8.3,
KCl 75 mM, MgOl
2 3 mM y D¶IT 10 mM (tampón lx del enzima transoriptasa en reverso,
RTB).
e) Transcrinción en reverso: La extensión del cebador se llevó a cabo durante
lh a 3700 en 30 ¡¿1 de tampón RTB suplementado con los cuatro deoxunucleótidos a una
concentración de 1 mM, 25 unidades de inhibidor de ARNasas pancreático y 50 unidades del
enzima transcriptasa en reverso (StratascriptTM, Stratagene). Transcurrida la hora de
incubación, la mezcla se trató a 3700 durante 20 mm con 30 sg/ml de ARNasa A para
digerir el ARN no transcrito y, posteriormente, con proteinasa K (50 sg/ml) durante 15 mm
a la misma temperatura. Tras la extracción con un volumen de fenol/chisam, los productos
de la reacción se precipitaron con 0.1 volumenes de acetato sódico 3 M y 2 volumenes de
etanol absoluto y se analizaron en un gel de acrilamidaibisacrilamida (19/1) al 8%
conteniendo urea 8 M.
2.9.- Análisis por RT-PCR del ARN de la PFK-2/FBPasa2
Otra técnica empleada en el estudio del extremo 5’ del ARNm de la PFK-
2/FBPasa2 fue la técnica RT-PCR (transcripción en reverso-reacción de la polimerasa en
cadena). Mediante este técnica el ARNm se transcribe a ADNc que se amplifica ¡ti vitro a
partir de oligonucleótidos específicos (McPherson et al,, 1992).
En la transcripción en reverso del ARN y posterior amplificación por POR se utilizó
el sistema GeneAmp ARN POR (Perkin-Elmer Cetus), diseñado para el análisis de la
expresión génica a nivel de ARN. ARN total (5 Mg) se transcribió en reverso a ADNc con
2.5 unidades/pl de transeriptasa reversa del virus de la leucemia murina tipo Moloney
(MuLV), en presencia de oligo dT
16 2.5 gM como cebador y dNTPs 1 mM. La mezcla de
reacción contenía, en un volumen final de 80 ¡4, KCl 50 mM, Tris-HOl 10 mM pH 8.3
(tampón PCR lx), MgOl2 5 mM y 80 unidades de inhibidor de ARNasas pancreático. La
reacción se llevó a cabo a 42
0C durante 45 mm y se paró calentando la mezcla a 9900
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durante 5 mm y enfriando las muestras finalmente a 500 durante otros 5 mm.
La síntesis de la segunda cadena de ADN y posterior amplificación se realizó en un
volumen de 50 ¡4 de tampón PCR lx (Tris-HOl 10 mM, KCl 50 mM, pH 8.3), MgCl2 2.5
mM, 10 pl de la mezcla de reacción en la que se sintetizó el ADNc, dNTPs 0.2 mM, 1.25
unidades de AUN polimerasa AmpliTaq y 25 pmoles del par de cebadores escogidos para la
amplificación. En las PORs semicuantitativas, el cebador antisense semarcó con [y-32P]ATP
empleando el enzima polinucleotido quunasa T4 (eficiencia 16-32%). Tras un primer ciclo
de desnaturalización a 9400 durante 5 mm, la amplificación constó de 30 ciclos de
desnaturalización a 94~C durante 1 mm, hibridación de los cebadores a sus respectivas
cadenas de AUN a 5500 durante 2 mm y extensión de la cadena a 7200 durante 3 mm,
seguidos de una extensión final a 7200 durante 10 mm.
Los productos de la POR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa de bajo
punto de fusión al 1% en tampón TEE y, en el caso de las PCRs semicuantitativas, por
electroforesis en un gel de acrilamida/bisacrilamida (19/1) al 8% conteniendo urea SM, que
tras secarse se expuso a una película autorradiográfica Hyperfilm-MP (Amersham).
Los oligonucleótidos empleados como cebadores en el análisis por RT-POR se
diseñaron en base a las secuencias publicadas de la PFK-2/FBPasa2 del enzima hepático
(Colosia et al., 1988, Lange et al., 1989), músculo esquelético (Crepin et al,, 1992) y línea
de hepatoma de rata FTO2B (Dupriez et al., 1993) (fig. 2.1):
*OligonucleótidoH (hígado): SentidoS’ GGA/CIAA/CTC/AOT/CAA/ACC/AGG/IT
AICAG/AA3’, correspondiente a los nucleótidos 388-416 de la L-PFK-2/FBPasa2.
* Oligonucledtido M (músculo): Sentido 5‘AAG/CCT/OTA/AGA/GAA/OAG/CC3’,
nucleótidos 109-129 de la secuencia de la PFK-2/FBPasa2 específica de músculo esquelético.
* Oligonucícétido laf: Sentido S’GAG/CTG/AGG/TGG/AGG/CTG/TA3’
<nucleótidos 71-90), oligonucleótido F Sentido 5’OAA/AAC/¶ITG/GGA/AGA/GTA/AC3’
(nucleótidos 199-218) y oligonucícótido 1 bf Sentido 5’GAT/AAA/CCA/GGA/AGA/GGC/
A03’(nucleótidos 221-240), de la secuencia del mensajero de la PFK-2/FBPasa2 presente en
células FTO2B.
* OligonucícótidoN (monnalizaeidn): SentidoS ‘TCC/CAC/GAT/GGT/GAT/CAT/
GGT3’(nucleótidos 495-5 15), y Oligonucleótido C <comun) Antisentido 5’ATC/TfG/ATG/
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TAG/GAO/AGG/TGG/OTG/TOC/TGT/COA/ATT/CCTIO3 ‘(complementario a los
nucleótidos 997-1031), pertenecientes a la secuencia de la PFK-2/FBPasa2 común a las
formas presentes en musculo esqueletico, células FTO2B e hígado adulto.
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Figura 2.1. Estructura esquemática de! gen A de la PFK-2/FiPasa2 en la que se indican la localizacidn
de los oligonucledtidos empleados en la técnica RT-PCR. Las cajas representan los exones: IL, exón
específico de hígado adulto; exón 1M, exón especifico de músculo esquelético; exanes ial’ y lid’, exones
específicos de células FTO2B. Las flechas representan los oligonucledtidos diseñados, indicando la punta de
flecha el extremo 5’ del cebador. Los nucledtidos se numeran con respecto al sitio de iniciación de la
transcripción de cada uno de los tres ARNm de la PFK-2/FEPasaZ codificadas por este gen.
2.10.- Secuenciación de los productos amplificados por PCR
La naturaleza de todos los productos obtenidos mediante la técnica de POR se
determiné mediante secuenciación. En primer lugar y con el fin de poder disponer de más
cantidad de fragmento sin necesidad de realizar nuevas amplificaciones, se procedió a su
ligación a vectores de expresión. Se emplearon dos tipos de vectores:
a) Vector nGEM-T <Promega~ nara los fragmentos obtenidos en el análisis RT-POR
:
Este vector presenta desoxinucleótidos de timina en los extremos del sitio de inserción que
mejoran la eficiencia de la ligación de productos obtenidos por POR, dado que es normal que
las polimerasas termoestables utilizadas en esta técnica introduzcan desoxinucleótidos de
adenina en los extremos de los productos amplificados.
b) Plásmido pBS<SK~ en la liRación de los frasmentos utilizados como sondas en el
análisis Northern blot: Los oligonucleótidos empleados como cebadores en la reacción de
POR presentan en sus extremos sitios de digestión EcoRí o HindIll con el fin de facilitar la
ligación. Antes de la reacción, el vector debe ser digerido con el enzima adecuado y tratado
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con fosfatasa alcalina para evitar la unión de los extremos del sitio de inserción,
La reacción de ligación contenía, en un volumen de 25 ~I, 10 ng del fragmento
amplificado por POR, tampón ligasa lx (tampón ligasa lOx: Tris-HOl 300 mM pH 7.8,
MgCl2 100 mM, DTJ’ 100 mM y ATP 5 mM), 60 ng de vector y 3 unidades de enzima
ligasa T4. La mezcla se incubé a 1600 durante toda la noche. Finalizada la reacción, se
transformaron por choque térmico 200 pl de bacterias competentes E.coli, NM522 ó 71/18.
Las bacterias ya transformadas se crecieron a 3700 durante toda la noche en placas de medio
LB con ampicilina, a las que se habían añadido X-GAL e IPTO como indicadores de color,
Las bacterias que habían integrado el vector conteniendo el fragmento de POR a secuenciar,
presentaban color blanco mientras que los clones no transformados tenían color azul.
A partir de las colonias positivas, se obtuvo el plásmido que contenía el fragmento
de POR a secuenciar mediante el sistema de purificación a pequeña escala de AUN
plasmidico (MagicTM Minipreps AUN purification system, Promega). 50-100 ng del AUN
purificado se secuencié por POR empleando dideoxinucleótidos de terminación fluorescentes
(ABIPRISMTM Dye Terminator Oycle Sequencing Ready Reaction Kit, Applied Biosystem),
siguiendo las instrucciones del proveedor y utilizando como cebadores oligonucícótidos
diseñados a partir de la secuencia de los vectores. Los dideoxinucleótidos de terminación ¡
fluorescentes se detectaron y procesaron por ordenador,
2.11.- Determinación de proteínas
La determinación de proteínas se realizó según el método descrito por
Bradford (1978), utilizando albúmina de suero bovino como patrón. Los cambios de
absorción a 595 nm son directamente proporcionales a la concentración de proteína presente.
2.12.- Métodos estadLsticos
Los valores presentados son la media ±el error estandard de la media
(E.E.M.) de los resultados obtenidos en ensayos realizados por triplicado de un número
variable de experimentos, que se especifican en cada caso.
La significación estadística de las diferencias entre distintos valores de determinados
expenmentos se expresa mediante el test de la t de Student.
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1.- Estudio de la regulación hormonal de la PFK-2/FBPasal en el hígado fetal.
1.1.- Efecto del glucagón y del AMPe en la actividad quinasa y en la cantidad de
LPFK-2/FBPasa2 en cultivo primario de hepatocitos fetales y adultos.
Como se ha mencionado en el capítulo 1, trabajos previos habían demostrado
que la PFK-2/FBPasa2 de hígado fetal de rata presentaba importantes diferencias con
respecto al enzima bifuncional adulto, especialmente a nivel del efecto de la fosforilación en
la actividad quinasa, tanto tras la incubación del enzima purificado con la subunidad catalítica
de la PICA (Martin-Sanz et al. , 1992), como tras el tratamiento de hepatocitos con glucagón
(Martín-Sanz at al., 1987). Teniendo en cuenta estos hechos decidimos comprobar si, en
cultivo primario de hepatocitos fetales y adultos, el efecto del AMPc en la actividad quinasa
podría deberse a variaciones en la cantidad del enzima bifuncional presente en los
hepatocitos. Para ello, hepatocitos fetales de 21 días y hepatocitos adultos se incubaron bien
con glucagón (100 nM) o bien con el derivado 8-(4-clorofeniltio)AMPc &h-AMPc, 100 gM>,
analizando mediante Westem blot la cantidad de proteína que contenían los hepatocitos. El
Westem blot se llevó a cabo empleando el anticuerpo preparado frente a la PFK-2/FBPasa2
hepática adulta,
Previamente medimos la actividad quinasa en las muestras a analizar por Western
blol. La tabla 1 muestra la actividad PFK-2 ensayada a pH 8.5 en presencia de
concentraciones saturantes de sustratos, situación en la que la actividad es independiente del
estado de fosforilación del enzima, En los hepatocitos fetales la incubación con ph-AMPc
provocó un 129% de incremento en la actividad PFK-2, mientras que dicha actividad
disminuyó un 54% en las células adultas incubadas en las mismas condiciones. Los resultados
obtenidos en las muestras incubadas con la hormona fueron <similares a los obtenidos con el
derivado del AMPc, confirmando los resultados mostrados por Martín-Sanz y colaboradores
en 1987.
Una vez confirmados los datos de actividad pasamos a analizar por Western blot la
cantidad de proteína que presentaban las mismas muestras. De acuerdo con los resultados
obtenidos en la determinación de la actividad PFK-2 total, la cantidad de proteína
inmunodetectada mediante el anticuerpo frente a la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto se
incrementó en los hepatocitos fetales por efecto de la incubación con el derivado ph-AMPc
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IrnlamknlQ
Ninguno
Actividad PFK-2. pmo] x mlii’ x (m2 de protefnaY’
Hepatocitos fetales Hepatocitos adultos
24 ±2 51 ±4
ph-AMPc (100 ¡dv!) 31 ±2 27 ±3
Tabla 1. Actividad PFK-2 en cultivo de hepatocitos fetales y adultos.
Las células (3 X 106) se incubaron durante ób en ausencia o presencia de pb-AMPc 100 pM.
Transcurrido el tiempo de incubación, los hepatocitos se homogeneizaron y fraccionaron con polietilenglicol al
15%. La actividad quinasa se determiné a pH 8.5 en presencia de concentraciones saturantes de sustratos. Los
resultados son la media ±EEM(Error estandard de la media) de tres cultivos.
(179% de incremento después de 6h de incubación). Para evaluar la posibilidad de que este
aumento pudiera deberse a un incremento en la síntesis de alguna proteína que estabilizase
a la PFK-2/FBPasa2, los hepatocitos fetales se incubaron durante 30 miii antes de la adición
del pb-AMPc, con un inhibidor de la síntesis de proteínas (cicloheximida). En presencia de
cicloheximida y ph-AMPc (fig. 3.1, línea O), el contenido del enzima bifuncional fue mayor
que en las células no tratadas (fig. 3.1, línea A) oque en los hepatocitos incubados solamente
con el derivado del AMPc (fig. 3.1, línea B). Ello parece indicar que el AMPc pudiera
activar la degradación de alguna proteína que estuviera desestabilizando a la PFK-2/FBPasa2
presente en los hepatocitos fetales.
1.2.- Efecto del glucagén y del AIVIIPc sobre los niveles de ARNm de la PFK-
2/FBPasa2 en hepatocitos fetales,
Una vez establecido mediante la utilización de anticuerpos frente al enzima
adulto que los niveles de PFK-2/FBPasa2 variaban por efecto del AMPc de manera distinta
en los hepatocitos fetales que en los hepatocitos adultos, decidimos comprobar si ello se debía
a una regulación diferente de la expresión del gen de la PFK-2/FBPasa2 por AMPc en ambas
etapas del desarrollo. Para ello se estudió, mediante la técnica de Northern blot, el efecto del
glucagón y de su segundo mensajero en los niveles del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 en
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Figura 3.1. Análisis por Western blol del conten¡do de PFK.2/FBPasaZ en hepatocitos fetales en cultivo
primar¡o.
Adaptada de Casado et al. (1995). Los hepatocitos se cultivaron según se ha descrito en el apartado
2.1.3.2 de Material y Métodos. Tras homogeneizar las células, la PFK-2/FBPasa2 se purificó parcialmente por
fraccionamiento con polietilenglicol (15%) y se sometió a electroforesis SDS-l’AGE (10%) (20 pg
proteffia/carril). El enzima bifuncional se identificó mediante un anticuerpo contra la protefna hepática adulta.
El anglisis corresponde a la media jEEM de tres experimentos. A, control; B, ph-AMPc 100 >¿M; C, ph-
AMPc 100 p¿M y cicloheximida 5 pM. P .< 0.01 vs control,
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hepatocitos fetales de 21 días incubados durante 6h bien con la hormona (100 nM) o bien con
el derivado ph-AMPc (100 pM). Utilizamos la senda de la PFK-2¡FBPasa2 de 1.4 Kb común
a los distintos isoenzimas descritos (Oolosia et al., 1988).
En la figura 3.2 podemos observar como la sonda reconoció en los hepatocitos fetales
un ARNm de la PFK-2/FBPasa2 de igual tamaflo que el mensajero adulto (2.1 Kb). También
se puede apreciar que la incubación de los hepatocitos fetales con el análogo permeable del
AMPe &h-AMPc) supuso un incremento en los niveles del AIRNm de la PFK-2/FBPasa2
dependientes de tiempo y de dosis (170% respecto al valor obtenido en ausencia del
derivado). Por el contrario, y de acuerdo con trabajos previos (Rosa et al., 1993), los niveles
del mensajero del enzima bifuncional disminuyeron en los hepatocitos adultos incubados con
ph-AMPc (60% de los valores control) (fig. 3.2; tabla 2). El efecto del tratamiento de los
hepatocitos con glucagón sobre la expresión génica del enzima bifuncional fue similar al
observado con el derivado del AMPc.
Se conocen otros dos enzimas claves de las vías glucolítica y gluconeogénica, la L-PK
y la PEPOK, respectivamente, en los que la expresión génica es regulada por el glucagón.
En el caso de la L-PK ocurre una situación muy similar a la descrita para la PFK-2/FBPasa2
dc hígado adulto. La administración de glucagón, actuando vía AMPc, inhibe la transcripción
del gen y acelera la degradación del ARNm de la L-PK (Noguchi et al., 1985; Vaulont et
al., 1986; Decaux et al., 1989). La situación opuesta ocurre con el gen de la PEPCK, en
el que la presencia de elevados niveles de AMPc supone un aumento en la transcripción
(O’Brien y Granner, 1990) y en la estabilidad de su ARNm (Hod y Hanson, 1988). Como
se aprecia en la figura 3.2 y en la tabla 2, los niveles de ARNin de la PEPOK se
incrementaron rápidamente tras la incubación con el derivado ph-AMPc tanto en los
hepatocitos fetales como en los hepatocitos adultos. En relación a los niveles de ARNm de
la L-PK, los resultados obtenidos se asemejan a los exhibidos por el enzima bifuncional, con
un incremento en los niveles del mensajero en las células fetales y la variación opuesta en
los hepatocitos adultos. Dado que el efecto del AMPc en la expresión de la PEPCK en ambos
tipos celulares es similar, los resultados obtenidos parecen indicar que deben existir señales
especificas que participan en la respuesta de la PFK-2/FBPasa2 y L-PK al AMPo en el
hígado fetal.
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Figura 3.2. Efecto del AMPe sobre los niveles de ARNin de la L-FFK-2/FBPasaZ, PEPCK y L-PK en
hepatocitos fetales,
Autorradiograma representativo del análisis por Northern Blot del ARN total extraído de hepatocitos
fetales de 21 días y hepatocitos adultos incubados en ausencia (línea 1) o presencia de ph-AMPc 100 ~M(línea
2). En el análisis se emplearon sondas especificas para la ?FK.2/FBPasa2, PEPCK y L-PK, normalizando con
la sonda especifica de la fractina. Con la senda utilizada se distinguen dos tipos de ARNm de la L-PK con
diferente longitud en la cola pali-A (3.2 y 2.2 Kb). La variación en los niveles de las dos especies de ARNm
es similar, según lo descrito por Vaulont et al, (1986)
ADULTO
12
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(56 Control)
ARNm Hepatocitos Fetales flenatocitos Adultos
PFK-2/FBPasa2 160 ±19 60 ±9
PEPCK 585 ±67 700 ±95
L-PK 270+32 61±9
Tabla 2. Efecto del AMPc en los niveles de ARNmn de los enzimas reguladores de la glucolisis y
gluconeogdnesis en hepatocitos fetales.
El ARN total extraído de hepatocitos fetales de 21 días y hepatocitos adultos en cultivo primario (3-
4x105 células) incubados durante 6h en ausencia o presencia de ph-AMPc, se analizd por Northem blot
empleando sondas especificas para la PFK-2/FBPasa2, PEPCK y L-PK, normalizando con la sonda especifica
dela ~-actina(sección 2.6 de Material y Métodos). Se utilizaron las mismas membranas para la hibridacióncon
cada una de las sondas ensayadas. Los niveles de ARNm fueron medidos por densitometría láser, corregidos
por cl valor correspondiente a la sonda de ¡3-actina y expresados según la cantidad presente en los hepatocitos
incubados en ausencia del derivado del AMPc, valor considerado como cl 100%. Los resultados son la media
±EEMde cuatro experimentos.
El incremento en los niveles de ARNm de la PFK-2/FBPasa2 observados en los
hepatocitos fetales podría ser atribuido a las condiciones de cultivo en vez de a procesos
fisiológicos iniciados en respuesta al aumento en la concentración intracelular de AMPc. Para
descartar esta posibilidad, analizamos los niveles de ARNm de la PFK-2/FBPasa2 presente
en los hígados de fetos de 21 días inyectados transpíacentalmente con una solución que
contenía el derivado ph-AMPc y teofilina, un inhibidor de fosfodiesterasas que evita la
degradación del derivado (fig. 3,3). Se llevó como control animales adultos inyectados
intraperitonealmente con la misma solución. Los niveles del ARLNm de la PFK-2/FBPasa2
aumentaron un 140% en el hígado de los fetos inyectados con el derivado del AMPc,
mientras que disminuyeron en el hígado adulto (77% de disminución). Por tanto, el efecto
del AMPc observado en los cultivos se mantuvo ¡ti vivo.
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niveles de ARNm de la PFK-21FBPasal en hígado fetal y
t¡ernpo, (mm)
Figura 3.3. Efecto la vivo del AMPc sobre los
adulto de rata.
Adaptada de Casado et al. (1995). Análisis por Northem Blot del ARN total extraído de hígados de
fetos de 21 días inyectados transpíacentalmente (panel A) o animales adultos inyectados intraperitonealmente
(panel E) con una solución que contenía ph-AMPc y teofilina (50 ~gffeto 6 600 sg/kg peso en tos animales
adultas) (@) o con una solución de salino(O). Los valores corresponden a la cuantificación densitométrica de
las señales obtenidas por análisis Northem blot usando la sonda de la FFK-2/EBPasa2 dc 1.4 Kb tras la
normalización según el contenido en ARN de la O-actina, Los resultados con’esponden a la media ±EEMde
tres experimentos en los que se procesaron 2-3 hígados. P < 0.05 vs control.
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El efecto del AMPc está mediado, en parte, por la interacción específica entre CREE
&rotelnas que se unen al elemento de respuesta a AMPc) y secuencias CRE (elemento de
respuesta a AMPc) presentes en los genes que codifican los enzimas cuya expresión se
niodula por el segundo mensajero (Lee, K, 1991). Decidimos comprobar, determinando los
niveles de su correspondiente mensajero, si la diferente regulación de la expresión del gen
de la PFK-2/FBPasa2 por AMPc en hepatocitos fetales y adultos se debía a variaciones en
los niveles de proteínas CREB. Como se aprecia en la figura 3.4, los niveles del ARNm de
la proteína cYCREB fueron similares en ambos tipos celulares.
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Figura 3.4. Niveles de ARNm de la proteína a-CRED en el hígado fetal ‘ adulto.
Autorradiograma representativo del análisis por Northem Blot del ARN total extraído de hepatocitos
fetales de 21 días (línea 1) e hígado adulto (línea 2). En el andilsis se empleó una sonda de 1,25 Kb especifica
para la proteína a-CREB (panel A>. Los valores corresponden a la cuantificación densitométrica de las se5ales
Obtenidas tras la corrección según el contenido en ~3-actina,expresado en unidades arbitrarias <panel E). Los
resultados son la media ±EEMde tres experimentos.
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La sonda de ADNc de la PFK-2/FBPasa2 (1.4 Kb) comprende los exones 3 al 14
comunes a las secuencias de los ARNms de los distintos isoenzimas descritos hasta el
momento, Para determinar con mayor precisión las especies afectadas por el glucagón o el
AMPc en el hígado fetal, el ARtI extraído de los hepatocitos fetales y adultos tras la
incubación con la hormona o el derivado ph-AMPc se analizó mediante el ensayo de
protección frente a ARNasas. En el ensayo se utilizó una ribosonda que comprende el exón
lL, exón 2 y parte del exón 3 de la secuencia del gen A de la PFK-2/FBPasa2, lo que
permite una clara distinción entre los ARNm tipo E y tipo M, así como el presente en la
línea celular de hepatoma de rata FTO2B (fig. 3.5),
exones
1a< lb< 1W it. 2—14
0 fl __________
172 ribosonda 651
ARNm hrgado adulto - -
4SObp‘4
ARNm mdsculo esquelético
~ 179bp
ARNm FTO2E
~ 179bp ~
Figura 3,5. Estructura esquemática del gen de la PFIC2/FBPasaZ de rata.
Adaptada de Dupriez et al (1993). Los exones se representan como: iL, exón especifico de la PFK-
2/PHPasa2 de hígado adulto; 1M, exón especifico de la PFK-2/FBPasa2 de músculo esquelético; laf y lbf,
exones específicos de la PPK-2/FBPasa2 presente en la línea celular de hepatoma de rata FTO2B. El esquema
incluye la localización de la ribosonda empleada en el análisis de protección frente a ARNasas, así como los
fragmentos que se espera que proteja la ribosonda en las muestras de hígado adulto, músculo esquelético y en
la línea celular de hepatoma de rata FTO2B.~~-, sitios de iniciación de la transcripción; O, extremos 5’ del
ARNm (cap sites); A, extremo 5’ dcl ADNc; 1. sitios de splicing.
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En los hepatocitos fetales, el fragmento protegido de 480 bp correspondiente al
ARNm de la PFK-2/FBPasa2 tipo L se incrementó tras la incubación con el derivado del
AMPc (210%), mientras que la intensidad de este fragmento claramente disminuyó en las
células adultas procesadas en paralelo (44%) (fig. 3.6; tabla 3). La intensidad del fragmento
correspondiente al isoenzima de músculo esquelético y la línea celular FTO2B no varié en
las muestras incubadas con ph-AMPc, de acuerdo con el diferente modelo de regulación que
presenta el enzima bifuncional tipo M (Kitamura et al., 1989).
A
hp
480-
a
1 2 3 123
—570
t
179--
Figura 3.6. Ensayo de protección frente a ARNasas del ARNm de la l’FK-2/FBPasa2 en bepatocitos fetales
y adultos incubados con AMPc,
Adaptada de Casado et al. (1995). 40 pg de ARN total extraído de hepatocitos fetales de 21 días (panel
A) y bepatocitos adultos (panel E) incubados durante 6h en ausencia (línea 1) o presencia de ph.AMPc 100 ¡¿lv!
(línea 2) o durante 24h con dexanietasona 1 ¡¿M (línea 3), se analizaron por el ensayo de protección frente a
AkNasas tal y como se ha descrito en la sección metodológica. El autorradiogrania es representativO de tres
experimentos.
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Hepatocitos fetales
PFK-2/FBPasa2 tipo L (56 fragmento 480 bp’)
CQnlrni nh-AMPc (100 uM~1 Dex (1 uM’
100 210 370
Hepatocitos adultos 100 56 275
Tabla3. Cuantificación del ARNm de la PFK-2fFBPasal de hígado adulto expresado en lepatocitos fetales
y adultos en cultivo incubados con AMPc o dexametasona detectado mediante el ensayo de protección
frente a ARNasas.
Cuantificación de losautorradiogramas obtenidos en tres experimentos de protección frente a ARNasas
del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 tipo L en cultivo primado de hepatocitos fetales y adultos incubados en
presencia o ausencia de ph-AMPc o dexametasona. Los niveles de ARNm fueron medidos por densitometría
láser y expresados según la cantidad presente en los hepatocitos control (100%).
Se ha demostrado ampliamente que los glucocorticodes activan la expresión del gen
A de la PFK-2/FBPasa2 a través de un elemento de respuesta a glucocorticoides localizado
en el primer intrón (Lange et al., 1992). Por ello, como control interno del ensayo> se
incubaron los hepatocictos durante 24h con dexametasona 1 ~M. El glucocorticoide
incrementó los niveles del mensajero de la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto y, en menor
medida, el mensajero correspondiente al enzima específico de músculo esquelético y línea
celular F102B, tanto en hepatocitos adultos como en hepatocitos fetales (fig. 3,6; tabla 3).
Los resultados obtenidos en el ensayo de protección frente a ARNasas parecen indicar
que el ARNm de la PFK-2/FBPasa2 presente en los hepatocitos fetales, regulado de manera
diferente por glucagón o AMPc, es la forma específica de hígado adulto. Esta diferente
regulación podría deberse a la presencia de factores de transcripción específicos para cada
etapa del desarrollo, que modularían de manera distinta la expresión del gen de la PFK-
2/FBPasa2 con el fin de adaptarla a las peculiares condiciones metabólicas de cada tipo
celular,
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1.3.- Regulación por glucocorticoides de la PFK-2/FBPasai2 en hepatocitos fetales.
En el ensayo de protección frente a ARNasas llevado a cabo en las muestras
de hepatocitos fetales incubados en presencia de dexametasona se demostró que, al igual que
en las células adultas, los niveles de ARNm de la PPK-2/FBPasa2 tipo L (y ligeramente el
tipo M) se incrementan tras la exposición al glucocorticoide (fig. 3.6). El estudio del efecto
de la dexametasona se completó determinando los niveles de Fru 2,6-P2, actividad quinasa
y cantidad de enzima bifuncional presente en el cultivo de hepatocitos fetales incubados
durante 24h con distintas concentraciones de dexametasona. Como se aprecia en la figura
3.7, los niveles del metabolito, actividad quinasa total y proteína inmunodetectada con el
anticuerpo común frente a la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto, aumentaron de una manera
dosis-dependiente en concordancia con el efecto del glucocorticoide a nivel del mensajero de
la PFK-2/FBPasa2.
Kummel y Pilkis en 1990 y Espinet y colaboradores en 1993 mostraron,
respectivamente, que tanto en hepatocitos adultos en cultivo como en la línea celular de
hepatoma de rata FAO-1, el AMPe antagonizaba los efectos de la dexametasona en los
niveles del ARNni de la PFK-2/FBPasa2. Evaluamos esta posibilidad en los hepatocitos
fetales incubando simultáneamente las células con dexametasona y ph-AMPo y analizando los
niveles del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 mediante la técnica de Northem blot empleando la
sonda de 1.4 Kb. Como puede apreciarse en la figura 3.8 (panel A, lineas 3 y 4), los niveles
del ARNm de la pFK-2/FBPasa2 aumentaron un 200% en relación a los obtenidos en la
incubación exclusivamente con el glucocorticoide (línea 2). El efecto observado por Kummel
y Pilkis se reprodujo en el ensayo realizado en paralelo con hepatocitos adultos (fig. 3.8,
panel B). Estos resultados confirman plenamente el efecto diferencial que el AMPo tiene
sobre la regulación de la expresión de la PFK-2IFBPaSS2 en hepatocitos fetales y adultos.
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Figura 3.7. Cambios a largo plazo en la concentración de Fru-2,6-P2, actividad quinasa y cantidad de
PFK.2/FBPasa2 presente en hepatocitos fetales tratados con dexametasona,
Adaptada de Casado et al. <1995). Resultados del cultivo de hepatocitos fetales incubados durante 24h
con (O) o sin (O) distintas concentraciones de dexametasona. Panel A: Contenido en Fru 2,6-l’2; Panel B:
Actividad PFK-2 total; Panel C: Cuantificación densitométrica del contenido de proteína en hepatocitos fetales
incubados durante 24h con dexametasona 1 pM, analizado por Western hlot empleando el anticuerpo preparado
a partir de la proteína de hígado adulto. E C 0.01 Vs control. Los valores corresponden a la media ±EEM
de tres cultivos.
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>igura 3.8. Efecto del AMPc sobre los niveles de ARNm de la PFK-2/FBPasal en bepatoc¡tos fetales
tratados con dexametasona.
Adaptada de Casado et al. (1995). 30 pg de ARN total extraído de hepatocitos fetales (panel A) o
adultos (panel U) en cultivo incubados durante 24h en ausencia (línea 1) o presencia de dexametasona 1 pM
(línea 2) suplementada con ph-AMPc 100 ¡¿M (líneaS) oph-AMPc 10 gM (línea 4), se analizaron por Northern
blol con la sonda común de 1,4 Kb de la PFK-2/FBPasa2. Los resultados obtenidos tras la normalización
respecto al contenido en ¡3-actina y expresados en unidades arbitrarias, son la media ±EEMde tres
experimentos. 1> C 0,01 va control,
1.4.- Regulación por insulina y tiroxina de la PFK-2/FBIPaSaI presente en
hepatocitos fetales.
Como se ha mencionado en la sección 3.4, tanto la insulina como las hormonas
tiroideas no tienen efecto en la regulación de la expresión de la PFK-2/FBPasa2 en
hepatocitos adultos en cultivo (Kummel y Pilkis, 1990). Para comprobar si las dos hormonas
ejercían el mismo efecto en los hepatocitos fetales, células de 21 días se incubaron a distintos
tiempos y con distintas concentraciones de insulina y tiroxina determinando la concentración
de Fru-2,6-P2, actividad quinasa, cantidad de proteína y niveles del ARNm de la PFK-
2/FBPasa2.
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En primer lugar, incubamos los hepatocitos fetales durante 18h con distintas
concentraciones de insulina y tiroxina. Como se puede apreciar en la figura 3.9, solamente
la hormona tiroidea elevó los niveles del metabolito y la actividad quinasa de una manera
dosis-dependiente, aunque la respuesta fue marcadamente menor que la producida por la
dexametasona (fig. 3.7). La insulina no modificó ninguno de los parámetros determinados,
incluso a elevadas concentraciones (10 MM).
—90300-
a)
oo 1...
o.
o. 240-
o, a>
E —60 E
-~ 180-
E 4
o.
<t.~ 120- u-
0.. —30 0..
-cCo <u
C. 60- sc
= 4-,& u
0- o •<
2 3 0 1
Iog (hormona> nM
Fijura 3.9. Concentración de Fru-2,6-P2 (panel A) y actividad quinasa (panel E) en hepatocitos fetales
incubados con insulina y tiroxina.
Resultados promedio ±EEMde tres cultivos de liepatocitos fetales de 21 días incubados durante lSh
en ausencia (O) o presencia de distintas concentraciones de insulina (U) otiro;ina (•). 1’ < 0,01 va control.
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Posteriormente, determinamos los niveles de Fru-2,6-P2 y actividad quinasa en los
hepatocitos fetales incubados durante distintos tiempos (0, 6,15 y 24h) con las dos hormonas
a la concentración de 1 MM, concentración en la que la tiroxina ejercía un efecto mayor (fig.
3. 10). En los hepatocitos fetales incubados con insulina no se observó efecto alguno en los
parámetros determinados. La tiroxina aumentó ligeramente el nivel del metabolito bisfosfato
y actividad quinasa, mostrando la máxima inducción transcurridas 24h de incubación con la
hormona. Se aumentó el tiempo de incubación hasta las 48h aunque no se observé ninguna
modificación significativa a los resultados obtenidos tras 24h de incubación,
En este experimento también incubamos, durante distintos tiempos, los hepatocitos
fetales de 21 días con dexametasona 1 ¡¿M y, como se observa en la figura 3.10, la
concentración de Fru-2,6-P2 y actividad quinasa aumentaron tras la acción del
glucocarticoide, siendo el efecto ejercido por la dexametasona mucho mayor que el
observado en las células fetales incubadas con insulina o tiroxina.
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Figura 3.10. Concentración de Fru-2,6.P2 y actividad quinasa en liepatocitos fetales dell días tratados
con insulina, tiroxina y dexametasona.
Hepatocitos fetales de 21 días se incubaroncon insulina 1 ¡¿M (U), tiroxina 1 pM (@)o dexametasoma
1 pM (s), recogiendo a los tiempos indicados muestras para determinar la concentración de Fru-2,6-P, (panel
A) o actividad quinasa (panel 8). Los resultados corresponden a la media ±BEMde tres cultivos. P < 0.01
va control.
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Ya que el efecto máximo sobre los niveles de Fru-2,6-P2 y actividad quinasa se
produjo a una concentración de hormonas de 1 pM tras 24h de incubación, determinamos
mediante la detección con el anticuerpo común frente a la proteína adulta, la cantidad de
PFK-2/FBPasa2 presente en los hepatocitos fetales incubados durante 24h con esa
concentración de hormonas (fig. 3.11). La tiroxina aumentó ligeramente la cantidad del
enzima bifuncional en los hepatocitos fetales (120% vs 100% del valor control), si bien está
muy por debajo de la inducción ejercida por la dexametasona (353%). Al no detectar un
cambio significativo en la cantidad de proteína, el efecto ejercido por la tiroxina en la
regulación de la expresión de la PFK-2/FBPasa2 en hepatocitos fetales, al igual que ocurre
en los hepatocitos adultos, debe producirse a nivel postraduccional.
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Figura 3.11. Análisis de la cantidad de PflG2/FBPasa2 presente en bepatocitos fetales incubados con
insulina, tiroxina y dexanietfisOflhl.
Cuantificación densitométrica del contenido de proteína en hepatocitos fetales de 21 días incubados
durante 24h en ausencia (0) o presencia de insulina 1 pM (U)> tiroxina 1 ~M (•) o dexametasona (a),
inmunodetectada con el anticuerpo preparado a partir de la proteína de hígado adulto. Los resultados son la
media LBEM de tres cultivos. * P .c 0.01 Vs control.
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Kummel y Pilkis (1990) mostraron que si bien la insulina y la tiroxina no tenían
ningdn efecto en la regulación de la expresión de la PFK-2/FBPasa2 en hepatocitos adultos
en cultivo, potenciaban la inducción ejercida por la dexametasona. En los hepatocitos fetales
de 21 días, la insulina y la tiroxina también potenciaron el efecto del glucocorticoide (figs.
3.9, 3.10 y 3.11, y).
A nivel del mensajero de la PFK-2/FBPasa2, únicamente la dexametasona o la
combinación de dexametasona-insulina-tiroxifla induce la expresión del enzima bifuncional,
corroborando los resultados obtenidos a nivel de la proteína (flgs. 3,12 y 3.13).
Todos estos resultados nos indican que la regulación de la expresión de la PFK-
2/FBPasa2 ejercida por la insulina y la tiroxina, al contrario de lo que ocurre con el AMPo,
es similar en ambos tipos de hepatocitos.
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Figura 3.12. Análisis del efecto de dexametasona, insulina y tiroxina en los niveles de ARNm de la PFK-
2/FflPasaZ en hepatocítos fetales.
Los nivelesde ARNm del enzima bifuncional en bepatocitos fetales incubados durante distintos tiempos
en ausencia o presencia de 1 ~M de cada una de las bonnonas se determinaron por Northern bici empleando
la senda común 1.4 Kb de la PFK-2/FBPasa2. La cuantificación se llevó a cabo por densitometría láser tras
la correción según el contenido de ¡3-actina. Los resultados son la media jEEM de tres cultivos. - P C 0.01
vs control.
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Yigura 3.13. Análisis del efecto de distintas concentraciones de dexametasona, insulina y tiroxina en los
niveles de ARNm de la PFK-2/EBPasa2 en bepatocitos fetales.
Los niveles de ARNnI del enzima biftmcional en hepatocitos fetales incubados durante 24h en ausencia
(línea 1) o presencia de 1 nM (línea 2)> 10 nM (línea 3), 100 nM (línea 4) o 1 gM (línea 5) de hormona se
determinaron por Northeni blot empleando la sonda común 1.4 Kb de la PFK.2/FBPasa2 (panel A). La
cuantificación se llevó a cabo por densitometría láser tras la correción según el contenido de ¡3-actina (panel B).
Los resultadas son la media ±EEMde tres cultivos. 1’ c 0,01 vs control.
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1.5.- Estudio de la estabilidad del ARNm de la PFK-2/FBPasal en bepatocitos
fetales de rata.
La regulación transcripcional del gen de la PFK-2/FBPasa2 en hepatocitos no
excluye otros mecanismos pretraduccionales, entre los cuales se encuentra la estabilidad del
mensajero.
Una de las características de la PFK-2/FBPasa2 en cultivo primario de hepatocitos es
que tanto los niveles de proteína como de mensajero disminuyen en ausencia de
glucocorticoides y/o insulina (Kummel y Pilkis, 1990). Esta característica nos permite
determinar la estabilidad del ARNm de la PPK-2/FBPasa2 en hepatocitos en cultivo.
La vida media del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 en cultivo primario de hepatocitos
fetales de 21 días y hepatocitos adultos se evalud por análisis Northern blot usando la sonda
común de 1.4 Kb de la PFK-2/FBPasa2. Se consideró como tiempo O al momento en el que
la cantidad de mensajero es máxima, es decir, el momento en el que el medio con suero se
reemplazó por el medio suplementado con albúmina. La disminución de los niveles deARNm
fue más acusada en los hepatocitos adultos que en los hepatocitos fetales, mostrando una vida
media de 4 y 8-lOh, respectivamente (fig. 3.14).
La estabilidad del ARNm también se estudió empleando inhibidores de la
transcripción y de la síntesis proteica. Cuando los hepatocitos se incubaron durante óh en
presencia de actinomicina D 5 MM, los niveles del ARNm de la PFK-2/FBPasZ2
disminuyeron un 52% en las muestras fetales mientras que fueron indetectables en las células
adultas (fig, 3.15, línea 3). La incubación de los hepatocitos fetales con cicícheximida 5 gM
prácticamente no afectó los niveles del mensajero del enzima bifuncional (70% del valor
control). Sin embargo, los niveles del ARNm de la PFK-2ÍFBPasa2 en hepatocitos adultos
tras la incubación con la cicloheximida fueron, como en el caso del inhibidor transcripcional,
indetectables (fig. 3.15, línea 4).
No se pudo realizar la normalización con la sonda de la j3-actina ya que la
actinomicina D disminuye el contenido de ese mensajero (fig. 3.14, línea 2). Sin embargo,
como la disminución fue similar en los dos tipos de hepatocitos y con el fin de comparar los
niveles del ARNm de la PFK-2/FBPa5B2 tn ausencia y presencia del inhibidor
transcripcional, se consideraron también los resultados obtenidos tras la normalización según
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Figura 3.14. Estabilidad del AJUtn de la PFK-2./FBPasal en cultivo primario de hepatocitos fetales.
Hepatocitos fetales de 21 días (@)y hepatocitos adultos <O) se incubaron en presencia de suero bovino
fetal al 10% y, tras sucesivos lavados, se continuó la incubación en presencia de un 0.2% de albúmina libre
de ácidos grasos. A los tiempos indicados, las muestras se analizaron por Northern blot con la sonda de ADNe
1.4 Kb de la PFK-2/FBPasal. Las autorradiografias se cuantificaron por densitornetría lílser y se normalizaron
dc acuerdo con el contenido en fl-actina. Los resultados corresponden a la media jEEM de tres experimentos.
P < 0.05 Vs control.
el contenido en ARN de la fi-actina de las muestras, aunque hay que tener presente que los
valores están sobreestimados. Como se aprecia en la figura 3.16, al considerar los valores
obtenidos tras la normalización los niveles del ARNm de la PFK-2/PiBPasa2 en hepatocitos
fetales incubados con actinomicina D 5 MM son tres veces superiores a los determinados en
ausencia del inhibidor. Por el contrario, los niveles del mensajero del enzima bifuncional
disminuyeron en los hepatocitos adultos incubados con la actinomicina D, siendo la vida
media del ARNm de tan solo 25 minutos. En cualquier caso, tanto si se consideran los
valores obtenidos antes o después de la normalización, el estudio realizado con los
inhibidores pone de manifiesto un mecanismo diferente de regulación de la estabilidad del
ARNm de la PFK-2/FBPasa2 en ambas etapas del desarrollo.
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Figura 3.15. Efecto de eiclohexim¡da y
2lFBPasa2 en hepatocitos fetales,
Panel A: Autorradiograma representativo del análisis Norihem BloL del ARN total extraído de
hepatocitos fetales y adultos incubados en ausencia (línea 1), o en presencia de actinomicina D 5 pM (línea 2)
o cicloheximida 5 gM (línea 3). En el análisis se empleó la senda de la ?FIC-2/FBPasa2 de 1.4 Kb. Panel E:
Análisis densitoniótrico sin considerar la corrección con el valor correspondiente a la senda de la ¡3-actina. Los
rectingulos abiertos se corresponden con las ¡nuestras de hepatocitos adultos, Los resultados corresponden a
la media ±EUM de cuatro experimentos. P < 0,05 vs control.
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Figura 3.16. Efecto de la actinoniicina fl sobre la estabilidad del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 en cultivo
primario de hepatocitos fetales.
Hepatocitos fetales de2l días (O)yhepatocitos adultos (0) se incubaron en presencia de suero bovino
fetal al 10% y, tras sucesivos lavados, se continuo la incubación en presencia de un 0.2% de albúmina libre
de ácidos grasos suplementada con actinomicina D 5 pM. A los tiempos indicados, las muestras se analizaron
• por Northern blot con la sonda de ADNc de la PFK-2/FBPasa2 de 1,4 Kb. Las autorradiografias (se muestra
unautorradiograma representativo en la figura 3.15), se cuantificaron por densitometría láser y se normalizaron
• de acuerdo con el contenido en (3-actina. Los resultados son la media ±EEMIde tres experimentos. P < 0.05
vs control,
2.- Caracterización de la PFK-2/FBPasa2 durante la transición fetal-neonatal en
el hígado de rata.
Una de las características del período perinatal es la expresión de isoenzimas
hepáticos del metabolismo de carbohidratos diferente de la que prevalece en el tejido adulto.
Así, por ejemplo, el ARNm de la PEPCK no se detecta en fetos de 18-20 días,
incrementándose rápidamente durante las primeras horas tras el nacimiento (Munnich et al.,
1988). El modelo de expresión del gen de la PEPCK difiere del de otros enzimas
gluconeogénicos, como la piruvato carboxilasa, FBPasa y glucosa 6-fosfatasa, sintetizados
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antes del nacimiento (McGrane et al., 1992). En todos los enzimas mencionados, el momento
en el que se produce la activación transcripcional del gen es la causa de las diferencias entre
el periodo fetal y neonatal. Hay otro tipo de genes, entre los que cabe citar el gen de la L-
PK, en los que la diferencia estriba en la expresión de ARNm diferentes a lo largo del
desarrollo, debido al uso de distintos promotores. Así, durante el período fetal se expresa eii
el hígado la forma U de la PK, forma «pica de células eritroideas (abundantes en esta etapa
del desarrollo), mientras que es la forma L la que predomina en la etapa adulta (McGrane
etal., 1992).
El estudio de la regulación hormonal de la PFK-2/FBPasa2 en hepatocitos fetales en
cultivo que hemos expuesto en el apanado anterior así como resultados a nivel de proteína
descritos previamente (Martin-Sanz et al., 1987, 1989 y 1992), parecen indicarnos que el
enzima bifuncional pertenece a este grupo de enzimas hepáticos cuya expresión es diferente
a lo largo del desarrollo. Para poder verificar esta hipótesis abordamos un estudio riguroso
cíe la PFK-2/FBPasa2 durante la transición fetal-neonatal en el hígado de rata, El estudio se
llevó a cabo a nivel de actividad enzimática, cantidad de proteína y niveles de mensajero de
la FFK-2!FBPasa2.
2.1.- Actividad quinasa durante la transición fetal-neonatal
El estudio de la actividad enzimática PFK-2/FBPasa2 lo centramos únicamente
en la actividad quinasa ya que el enzima bifuncional de hígado fetal presenta una escasa
actividad bisfosfatasa (Martin-Sanz et al., 1987).
A nivel de la actividad quinasa, una de las principales diferencias entre el isoenzima
presente en el tejido fetal y la PFK-2/FBPasa2 hepática adulta es la distinta respuesta tras la
fosforilación por la PICA (Martín-Sanz et al., 1992). Por ello, determinamos la actividad
PFK-2 total medida en condiciones de Vmax (pH 8.5) y la actividad quinasa de la forma
activa del enzima, es decir, la forma no fosforilada determinada a pH 6.6, en
homogeneizados hepáticos fraccionados con polietilenglicol (2-15%) e incubados en ausencia
o presencia de una unidad de la subunidad catalítica de la PICA.
La actividad total PFK-2 en el hígado fetal fue aproximadamente 120 unidades/mg
de proteína, aumentó un 40% 12h después del nacimiento, y disminuyó posteriormente hasta
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alcanzar valores estables 2 días más tarde (50 unidades/mg proteína, valor correspondiente
a la muestra de hígado adulto) (fig. 3.17). La actividad medida a este pH representa la
actividad del enzima independiente de su estado de fosforilación, De acuerdo con ello, la
actividad no varió al realizar la incubación en presencia o ausencia de la subunidad catalítica
de la PICA. Sin embargo, cuando se determinó la actividad a pH 6.6, que si muestra
diferencias dependiendo del estado de fosforilación de la PFK-2/FBPasa2, se observó una
clara disminución de la actividad quinasa en los homogeneizados hepáticos de ratas
postnatales.
El cociente de actividades total/activa refleja el estado de fosforilación del enzima.
El aumento del cociente implicada la aparición de una forma de PFK-2/FBPasa2 que
mostraría ante su fosforilación la inhibición de la actividad quinasa, propiedad exclusiva del
isoenzima hepático adulto. En la figura 3.17 se puede observar como los valores del cociente
se incrementaron 3h después del nacimiento, sin observarse cambios durante el período fetal
(días 20-22 de gestación). Estos resultados sugieren que el isoenzima fetal es progresivamente
reemplazado después del nacimiento por una forma queexhibe cambios cinéticos en respuesta
a la fosforilación por PKA. Este enzima es presumiblemente similar al presente en el hígado
adulto.
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Figura 3.17. Actividad PFK-2 durante el período perinatal.
Adaptada de Casado et al. (1996). La actividad quinasa se determiné en homogeneizados hepdticos de
diferentes edades tras el fraccionamiento con polietilenglicol (2-15%) e incubación en ausencia o presenCia de
una unidad catalítica de la PKA. (O) Actividad PFK-2 a pH 8,5; (0) Relación de actividades a pH 8.5/pH 6.6.
Los resultados corresponden a la media ±EEM de 5 6 6 determinaciOnes diferentes.
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2.2.- Estudio imnunológico de la PFK-2/FBPasaZ durante la etapa perinatal
mediante anticuerpos específicos.
Valoramos la cantidad de PFK-2/FBPasa2 hepática adulta a lo largo del
desarrollo empleando tanto el anticuerpo especifico frente al decapéptido aminoterminal como
el anticuerpo común preparado frente a la proteína complela del hígado adulto.
Como muestra la figura 3.18, el reconocimiento por el anticuerpo especifico sólo
empezó después del día 22 de gestación, con un 52% de la intensidad correspondiente al
hígado adulto. La relación entre la intensidad de la seflal obtenida con este anticuerpo frente
al reconocimiento por el anticuerpo común mostró un perfil idéntico al observado al expresar
la actividad quinasa como la relación de actividades ensayadas a pH 8.5/pH 6,6, lo que nos
indica que la isoforma hepática adulta comienza efectivamente a expresarse tras el
nacimiento.
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Figura 3.18. Análisis inmunológico de la PEK-2/FflPasa2 durante el período perinatal.
Adaptada de Casado etal. (1996). Muestras de hígado fraccionados con polietilengflicolal 2-15% (p/v)
y sometidos a electroforesis SDSIPAGE (20 ~g proteína/línea), se analizaron por Western blot utilizando un
anticuerpo especifico (E) frente a la región aminoterminal del enzima de hígado adulto o un anticuerpo común
(O> preparado frente a la totalidad de la proteína adulta (inserto). La relación entre los valores densitométricos
de las señales obtenidas tras el reconocimiento por el anticuerpo especifico frente a las detectadas por el
anticuerpo común se expresa como porcentaje del valor correspondiente a la muestra de tejido adulto. El día
O se considera el día del nacimiento. Los resultados son la media jEEM de tres experimentos.
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2.3,- Reconocimiento diferencial del ARNm de la FFK-2/FBPasaZ durante la
transición fetal-neonatal en el hígado de rata.
Las fluctuaciones en la actividad PFK-2 y en la cantidad de enzima durante
la etapa perinatal mostradas en las figuras 3. 17 y 3.18, se correlacionaron perfectamente con
los niveles de ARNm detectados con la sonda común de 1.4 Kb de la PFK-2/FBPasa2 (fig.
3,19). El análisis densitométrico de los Northerns blot mostró que la cantidad del mensajero
del enzima bifuncional se incrementó alrededor del nacimiento, disminuyendo posteriormente
hasta alcanzar niveles estables 2 días después de nacer (fig. 3.20). Tal y como hablamos
observado durante el estudio de la regulación hormonal en hepatocitos en cultivo (fig. 3.2),
sólo se detectó una especie de ARNm con un tamaño de 2.1 Kb, independientemente de la
edad de los animales.
Cuando las mismas membranas se hibridaron con la sonda de 0.5 Kb de la PFK-
2/PEPasa sólo se detectó una banda de 2,1 Kb alrededor del nacimiento (fig. 3.19), en
perfecta correlación con el modelo de reconocimiento mostrado por el anticuerpo específico
para el dominio aminoterminal del enzima de hígado adulto,
Como se aprecia en la figura 3.20, la relación entre las intensidades de las bandas
obtenidas en la hibridación con la sonda de 0.5 Kb frente a la sonda común de 1.4 Kb mostró
un perfil idéntico al observado tanto en el análisis por Westem blot (ftg. 3.18) como en la
medida de la actividad quinasa (fig. 3,17). Por tanto, la aparición del isoenzima hepático
adulto tras el nacimiento se debe al inicio de la expresión del ARNm de la PFK-2/FBPasa2
de hígado adulto en ese punto del desarrollo.
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Figura 3.19. Análisis del ARNm de la PFK-2/FBPasal de hígado de rata durante la transic¡dn fetal-
neonatal.
Adaptada de Casado et al. (1996). Northernblot representativo de la hibridación de 30 ~¿gde ARN total
extraído de hígado de ratas en distintos momentos del desarrollo en el que se empleó la soncla de la PFK-
2IFBPasa2 común de 1.4 Kb y la sonda hepdtica de 0,5 Kb, asf como la sonda ribosomal 185. El
autonadiogra~ es representativo de tres experimentos.
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Figura 3.20. Niveles del ARl4m de la FFK-2/FBPasál de hfgado de rata durante la transición fetal-
neonatal.
Adaptada de Casado et al. (1996). Análisis estadístico de los niveles de ARNm de la PFK-2/FEPasa2
hepát¡ca adulta valorados por Northern blot usando la sondas común de 1.4 Kb <@) y de 0.5 Kb (O) de la
PFX-2IFEPasa2. Los niveles de mensajero adulto (0.5 Kb va común, a), cuantificados por densitometria láser
y corregidos par los niveles de ARNm ribosoinal, se expresan como el porcentaje relativo al valor de Ja muestra
adulta considerado como 100%. p < 0.001 para la sonda común desde el día -2 a 0.5 vs control a los 60 días.
El día O se considera el momento del nacimiento. Las datas son el promedio ±EEMde tres experimentos.
1 2 60
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3.- Caracterización de las formas de ARNm de la PFK-2/FBPasaZ presentes en
el hígado fetal
El estudio del mensajero de la PFK-2/FBPasa2 hepática durante la transición
fetal-neanatal y el análisis del efecto del AMPo en la regulación de la expresión génica del
enzima bifuncional en hepatocitos en cultivo parecen indicarnos que, al igual que ocurre en
el gen de la L-PK, se expresan distintos ARNm de la PFK-2/FBPasa2 a lo largo del
desarrollo. Por ello, decidimos caracterizar en profundidad la naturaleza del ARNm de la
PFK-2/FBPasa2 durante el período fetal. Hasta este momento hablamos utilizado hepatocitos
fetales de 21 días, Sin embargo, como podemos observar en las figuras 3.18 y 3.19, el
reconocimiento del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 empleando la sonda de 0.5 Kb fue mayor
en los fetos de 21 días que en los de 20 días, por lo que decidimos que la edad más idónea
para llevar a cabo este estudio correspondía a los fetos de 20 días.
En primer lugar, el ARNm expresado en el hígado fetal se comparó con el mensajero
expresado en otros tejidos. Se utilizó la técnica de Northern blot empleando la sonda común
dc 1.4 Kb y la sonda de 0.5 Kb de la PFK-2/FBPasa2. La sonda común reconoció
nuevamente una única especie de ARNm de 2.1 Kb en la muestra de hígado fetal (fetos de
20 días), mientras que en las muestras de hígado adulto y músculo esquelético se detectaron
las bandas de 2.1 Kb y 1.9 Kb, respectivamente, correspondientes a los mensajeros de la
PFK-2¡FBPasa2 específicos de cada uno de estos tejidos (fig. 3.21).
La sonda común reconoce también los mensajeros de los enzimas bifuncionales de
corazón y cerebro, ya que la secuencia de la sonda utilizada comparte un 66% de homología
con los exones 3-14 del gen B de la PFK-2/PBPasa2 (Darville et al,, 1991). En la muestra
fetal no se detectó ninguna banda de 4 Kb correspondiente al ARNm de la PFK-2/FBPasa2
de corazón, a pesar de que Chikri y Rousseau (1995) mostraron la presencia de este tipo de
mensajero de la PFK-2/FBPasa2 en el hígado fetal, Estos autores emplearon la técnica de
RT-PCR que arnplifica la cantidad de mensajero presente en el tejido, por lo que la
discrepancia con nuestros resultados podrfa deberse a que la cantidad de ARNm de la PFK-
2lFBPasa2 de corazón en la muestra fetal sea pequeña e indetectable mediante la técnica de
Northern blot.
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Por su parte, la sonda de 0.5 Kb sólo hibridó con el AR.N extraído de hígado fetal
e hígado adulto (señal de 2.1 Kb), sin reconocer a la muestra de músculo esquelético (fig.
3.21).
En el análisis del efecto de los glucocorticoides sobre la regulación de la PFK-
2/FBPasa2 hemos demostrado y confirmado que la dexametasona induce la expresión del
enzima bifuncional en hepatocitos fetales y adultos (fig. 3.8). Teniendo presente estos
resultados y con el fin de verificar la especificidad de las sondas empleadas analizamos de
nuevo una muestra de ARNm obtenida de hígado de animales tratados con dexanietasona. De
nuevo, la intensidad de la señal obtenida tras la hibridación tanto con la sonda común como
con la sonda de 0.5 Kb se incrementé en la muestra de ARN obtenida de hígado de animales
adultos inyectados intraperitonealmente durante 4 días con una solución salina estéril que
contenía 50 gg de dexametasona (fig. 3.21, línea 3).
La pobre expresión del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto en las muestras
fetales en comparación con los niveles de mensajero del enzima bifuncional detectados con
la sonda común (relación 0.5/1.4, 30%), parece indicar que en el hígado fetal de rata deben
estar expresándose distintas formas de ARNm de la PFK-2IFBPasZ2. Para determinar con
más precisión las especies de ARINm de la PPK-2/FBPasa2 presentes en el hígado fetal así
como su abundancia relativa, se empleó la técnica de protección frente a la digestión por
ARNasas.
En el ensayo se utilizó la ribosonda empleada en el análisis del efecto del AMPo en
la regulación de la expresión génica de la PFK-2/FBPaSa2 que> al igual que la sonda de 0.5
Kb, comprende el exón iL, 2 y parte del exón 3 de la secuencia del gen A de la PFK-
2/FBPasa2, lo que permite una clara distinción entre los ARNms tipo L y tipo M, así como
el presente en la línea celular de hepatoma de rata FTO2B (fig. 3.5).
Como se puede observar en la figura 3,22, en la muestra de ARN extraído de hígado
adulto se protegió un fragmento de 480 bp, mientras que en el caso de la muestra de músculo
esquelético el fragmento protegido tenía el tamaño esperado de 179 bp. Además, en las
muestras de hígado adulto y músculo esquelético también se observaron una cantidad
minoritaria del fragmento correspondiente al músculo e hígado, respectivamente. La
cuantificación de los geles mostró que el ARNm de la PFK-2/FBPa5a2 específico de hígado
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Figura 3.11. Niveles de ÁIRNm de la PFK-ZFBPasal hepática adulta expresado en diferentes tejidos.
Adaptada de Casado a al, (1996). 30 gg de ARN total extralclo de hígado fetal de 20 días (línea 1),
hígado adulto (línea 2), hígado adulto de animales tratados con dexametasona (línea 3) y músculo esquelético
(lffiea 4) se analizaron por Northern blot empleando la samia de AUNo de 1.4 Kb común a las secuencias de
los ARNms de los distintos isoenzinias de laPFK-2/FBPasa2, o la senda de la PPK-2/FBPasaZ hepática de 0.5
Kb. Se muestra un Northern blol representativo. El anáLisis estadístico se realizó calculando la relación entre
la intensidad de las señales obtenidas con la sonda dc 0.5 Kb frente a las obtenidas tras la hibridación con la
senda común, después de la nonnalización según el contenido en AEN ribosomal 185. Los valores se expresan
relativos al valor del tejido adulto que fue considerado como 100%. Los resultados son la media ±EEMde tres
experimentos. * P < 0.001 lineas 1, 3 y 4 VS línea 2.
1234
‘~99
“9
“9.
86
Cap. 3: Resultados
adulto representa el 19% del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 detectado en músculo
esquelético,mientras que el ARNm de la PFK-2/FiBPasa2 tipo M supone el 20% del total del
ARNm de la PFK-2/FBPasa2 detectado en hígado adulto (tabla 4>. Estos resultados están de
acuerdo con trabajos previamente publicados, demostrando que aunque los tejidos expresen
mayoritariamente una especie de ARNm de la PFK-2/FBPasa2, también es posible encontrar
pequeñas proporciones de otras formas de mensajero (Espinet et al., 1993). Como control
de la especificidad del análisis se empleó de nuevo el ARN obtenido del hígado de animales
inyectados con dexametasona. Tal y como habían establecido Cifuentes y colaboradores
(1991) se incrementé la señal en los fragmentos de 480 y 179 bp, esta última en menor
proporción.
En las muestras de hígado fetal, el ensayo de protección frente a ARNasas se llevó
a cabo a partir del ARN extraído tanto de tejido como de hepatocitos aislados, evitando de
este modo las interferencias que pudieran causar las células hematopoyéticas. En ambos
casos, se detectaron los fragmentos correspondientes a los ARNm de la PFK-2/FBPasa2 tipo
L (45%) y tipo M (36%), así como un tercer fragmento de 223 bp (19%) especifico de la
muestra fetal, Este dítimo fragmento se observó sistemáticamente y sugiere la existencia en
el hígado fetal de una tercera especie de ARNm de la PFK-2/FBPasa2, que compartida parte
de su secuencia con el ARNm de la PFK-2/FBPasa2 tipo L diferenciándose en
aproximadamente 257 bp del extremo 5’ del exón iL especifico del isoenzima hepático adulto
(fig. 3.22; tabla 4). El análisis por ordenador de la secuencia de la PFK-2/FBPasa2 de hígado
adulto reveló la presencia de un posible sitio de corte y empalme (“splicing’) alrededor del
nucícétido 418 (3’-GACNYYYYYY-5’, donde Y es una pirimidina y N cualquier
nucledtido), que explicarla la presencia de este fragmento específico de la muestra fetal.
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Figura 3.22. Caracterización de las especies de ARNin de la PFK-2/FBFasal presentes en el hígado fetal
mediante el ensayo de protección frente a AflNasas.
Análisis en gel de poliacrilamida al 8%> conteniendo SM urea, de los fragmentos protegidos frente a
la digestión con ARNasas de 40 pg do AP» total extraído de hepatocitas fetales de 20 días (línea 1), hígado
fetal de 20 días (línea 2), hígado adulto (línea 3), hígado adulto de animales tratados con dexametasona (línea
4) y músculo esquelético (línea 5), después de la hibridación con una ribosonda transcrita iii vitro a partir del
plásniido pBSSOO linearizado con fund III (línea 7), según se ha descrito en la sección 2.7 del capItulo 2. La
línea 6 corresponde a la ribosonda tras Ja digestión con ARNasas (control de la digestión>. El gel es
representativo de 4 experimentos.
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Fra2nlento Drotegido <98
Banda de 480 bp Banda de 223 bp Banda de 179 bp
(Hígado adulto) (1-ligado fetal) (rndsculo y línea
Muestra FTO2B)
Hepatocitos fetales 45 ±3 19 ±1 36 ±3
1-llgadofetat 48±4 10±2 42±3
Hígado adulto so ±6 20±1.5
1-ligado adulto 120 j 5 26 ±2
+ dexametasona
Músculo esquelético i~ ±2 81 ±5
Tabla 4. Porcentaje relativo de las especies de ARNm de laPFK-2fEBPasal detectadas mediante el ensayo
de protección frente a AflNasas.
Las señales obtenidas en el ensayo ft¡eron cuantificadas par densitometría láser y son corresponden a
la media ±EEMde cuatro experimentos. Los valores correspondientes a la muestra de hígado adulto +
dexametasona están referidos al hígado adulto (considerado como 1009~). Más infonnaeién en la leyenda de
la figura 3,22.
Por último, y como puede apreciarse en la figura 3.22, en todas las muestras
analizadas apareció un fragmento protegido de 300 bp proporcional al fragmento
correspondiente al ARNm de la PFK-2/FBPasa2 especifica de hígado adulto. La presencia
de este fragmento podria explicarse bien por la existencia de un nuevo sitio de »splicing ‘ en
el gen A de la PFK-2/FBPasa2, bien por la localización en esa región del ARNm de una
importante estructura secundaria que impedirla una correcta hibridación entre el ARNm y la
ribosonda, o bien por un error (mismatch) en la secuencia de la ribosonda empleada.
En el ensayo de protección frente a ARNasas que llevamos a cabo en el análisis del
mensajero de la PFK-2/Fl3Pasa2presente en cultivo primario de hepatocitos fetales incubados
con ph-AMPc, no observamos el fragmento de 223 bp especifico del tejido fetal (fig. 3.6).
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Martín-Sanz y colaboradores hablan mostrado que el cultivo a largo plazo de los hepatocitos
fetales era condición suficiente para que comenzase a expresarse en las células una forma de
enzima bifuncional que respondía a la fosforilación por PICA, propiedad exclusiva del enzima
hepático adulto (Martín-Sanz et al., 1989). Estos resultados podrían explicar el hecho de no
observar el fragmento específico fetal en el ensayo de protección frente a ARNasas en las
muestras en cultivo.
El fragmento específico fetal de 223 bp comparte con la secuencia del fragmento
específico adulto de 480 bp las últimas 90 bp del exón iL. Por tanto, la senda dc 0.5 Kb
empleada en Northem blot reconocerla el mensajero especifico fetal. Por ello, se preparó una
senda por PCR que comprendiera exclusivamente al exón iL y que reconociera
específicamente al mensajero de la PFK-2/FBPasa2 hepática adulta. A partir de la sonda lL
mediante digestión con el enzima de restricción XhoI, eliminamos las últimas 90 bp comunes
a los fragmentos adulto y fetal protegidos en el ensayo de protección frente a ARNasas,
empleando también este fragmento como sonda en el análisis Northern blot (sonda lL-90).
Como se observa en la figura 3.23, la hibridación de las muestras de ARN extraído
de hígado fetal de 20 días con la senda lL-90 fue más débil que la correspondiente a la senda
IL. Concretamente, mientras que la señal detectada por la sonda lL en la muestra fetal
supone un 28% respecto al valor control de la muestra de hígado adulto> el porcentaje tras
la hibridación con la sonda lL-90 fue tan sólo de un 8%. Esta diferencia representada el
ARNm de la PFK-2/FBPasa2 específico de hígado fetal que fue detectado en el ensayo de
protección frente a ARNasas.
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Figura 3.23. Análisis por Northern blot del ARNm especifico de la PFK-2/FBPasaZ hepática adulta en el
hígado fetal.
20 ¡¿g de ARN total de hígado fetal de 20 (línea 1), hígado adulto (línea 2) y músculo esquelético (línea
3) se separé por electroforesis en gel de agarosa al 0.9% y, tras la transferencia a una membrana de nyion, fue
hibridado con la sonda iL y la senda 1L-90 de la PFK—2/FBPasa2, así como con la senda ribosoma] 185. Se
muestra un Nothern representativo. Los niveles de mensajero se cuantificaron por densitometría láser y
normalizaron según el contenido ribosonial. Los valores se expresan como el porcentaje de la señal tomando
como valor 100% el contenido de la muestra de hígado adulto. Los resultados son la media ±EEMde tres
experimentos. P < 0.01 lineas 1 y 3 vs línea 2.
1 2 3
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En el ensayo de protección frente a ARNasas también se pudo distinguir en las
muestras fetales el fragmento de 179 bp correspondiente a los mensajeros de músculo
esquelético y línea celular de hepatoma de rata FTO2B <fig. 3.6). Sin embargo, en el análisis
por Northern blot del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 empleando la sonda común de 1.4 Kb
no detectamos las bandas de 1.9 y 2.2 Kb correspondientes a los mensajeros de músculo y
células FTO2B (fig. 3.21). A la vista de los resultados obtenidos en el ensayo de protección
frente a ARNasas decidimos investigar nuevamente si por la técnica de Northern blot
seríamos capaces de identificar estos mensajeros. Por ello, se prepararon por PCR, a partir
de ADN genómico de rata, sondas correspondientes a los exones IM (sonda iM) y laf
(sonda FTO2B) de la secuencia del gen A de la PFK-2/FBPasa2. Las sondas preparadas por
PCR se secuenciaron para verificar la naturaleza de- los fragmentos amplificados.
Como se aprecia en la figura 3.24, la sonda 1M hibridé con las muestras de hígado
fetal (30%), hígado adulto (20%) y, por supuesto, con la muestra de músculo esquelético
(valor considerado como control, 100%), Por su parte, la sonda FTO2B reconoció la muestra
correspondiente a la línea celular mientras que no observamos ninguna señal en la muestra
de hígado fetal, en discrepancia a lo observado por Dupriez y colaboradores (1993), Como
en el caso del mensajero de corazón, podrla deberse a la mínima presencia del mensajero de
la PFK-2/FBPasa2 de la línea celular en el hígado fetal, no detectable por Northern blot,
Como con la ribosonda utilizada no podíamos diferenciar los ARNm de las PFK-2/Fl3Pasa2
de músculo y de la línea celular FTO2B, intentamos también identificar las distintas especies
de ARNm del enzima bifuncional presente en el hígado fetal de rata mediante la técnica de
RT-PCR, llevando como controles muestras de hígado adulto, músculo esquelético y células
FTO2B.
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Figura 3.24. Análisis del AENm de la PFK-2/FBPasaZ de músculo esquelético en hígado fetal de rata,
20 ~g de ARN total de hígado fetal de 20 (línea 1), hígado adulto (línea 2) y músculo esquelético (línea
3) se separé por electroforesis en gel de agarosa al 0.9% y, tras la transferencia a una membrana de nylon, fue
hibridado con la sonda específica de las PFK-2/FBPasa2 de músculo esquelético así como con la sonda
ribosomal 185. Se muestra un Nothern representativo. Los niveles de mensajero se cuantificaron por
densitometría láser y normalizaron según el contenido ribosomal. Los valores se expresan como el porcentaje
de la sefial tomando como valor 100% el contenido de la muestra de músculo. Los resultados corresponden a
la media ±EEMde tres experimentos. - P < 0.01 lineas 1 y 2 vs línea 3.
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4.- Caracterización de las especies de ARNm de la PFK-2/EIiPasa2 presentes en
el hígado fetal de rata mediante el análisis por transcripción en reverso-reacción de Ja
polimerasa en cadena (RT-PCR).
El estudio de las formas de ARNm de la PFK-2/FBpasa2 presentes en el
hígado fetal de rata empleando las técnicas de Northern blot y ensayo de protección frente
a ARNasas demostró que en el hígado fetal se expresan las formas de hígado y músculo
esquelético además de una tercera forma específica del período fetal. Debido a que alguno
de los resultados obtenidos no estin de acuerdo con resultados obtenidos por otros autores,
decidimos analizar nuevamente las especies de ARNm de la PFK-2/FBPasa2 de hígado fetal
empleando, en esta ocasión, la técnica de RT-PCR, llevando como controles las muestras de
hígado adulto, músculo esquelético y línea celular FTO2IB.
El análisis consta de dos fases. Primeramente se transcribe en reverso el ARN
utilizando un oligonucleótido dT16 como cebador y transcriptasa en reverso MuLV, para
posteriormente sintetizar la segunda cadena de ADN y amplificar la doble cadena por PCR.
Para ello se empleé en todas las amplificaciones un oligonucleétido 3’ antisentido localizado
al final del exén 7-principio del exón 8, la zona del gen de la PPK-2/FBPasa2 más altamente
conservada en todas las isoformas, y oligonucleétidos 5’ específicos para cada tipo de PFK-
2/FBPsa2 (fig. 2.1). Como control interno del proceso se utilizó un oligonucleótido 5’
sentido (oligo N) común a las especies de ARNm a analizar (fig. 3.25).
La figura 3.26 muestra los productos obtenidos en la amplificación por RT-PCR
analizados por electroforesis en gel de agarosa. Cuando se utilizó el oligonucleétido II
especifico de la PFK-2/FBPasa2 hepática adulta, la amplificación fue evidente tanto en las
muestras de tejido adulto como en los hepatocitos fetales, aunque con distinto grado de
amplificación (líneas 1 y 2). A partir del ADNc transcrito en reverso del ARN extraído de
hepatocitos fetales, empleando en la amplificación el par de cebadores M-C (fig. 3.26, líneas
3y 4), se generé también el fragmento de 579 bp correspondiente a la PFK-2/FBPasa2 tipo
M, confirmando los resultados obtenidos en el ensayo de protección frente a ARNasas (hg.
3.22) y Northern blot (fig. 3.23). Sin embargo, únicamente en la reacción llevada a cabo con
el par de cebadores RC y a partir del ARN extraído de células FTO2B (fig. 3,26, línea 8)
se amplificó el producto esperado de 792 bp correspondiente a la secuencia del ARNm del
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Figura 3.25. Representación esquemática del método RT-PCR.
Los rectángulos abiertos se corresponden con la cadena que esta siendo sintetizada. La flecha indica
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enzima bifuncional característico de la línea de hepatoma sin detectarse fragmento alguno en
la muestra de hígado fetal, confirmando los resultados obtenidos en el ensayo por Northern
blot empleando la sonda específica FTO2B.
Con e-l fin de asegurar la naturaleza de los productos amplificados de 644 bp y 579
bp en la muestra fetal (fig. 3.26, lineas 1 y 3), los fragmentos obtenidos se extrajeron del.
gel y secuenciaron según se ha descrito en la sección 2.10 del capitulo 2 (Material y
Métodos). Los productos secuenciados presentaban un 100% de homología con las secuencias
del ARNm de la PFK-2/FBPasa2 tipo L (Darville a al., 1987) y tipo M (Crepin et al,,
1992).
bp
¶078
603
310
Figura 3.26. Electrofores¡s en gel de agarosa del análisis por RT-PCR de la PFK-ZIFBPaS¡i2 de hígado
fetal de rata.
ARN obtenido de hepatocitos fetales de 20 días (lineas 1, 3, 5 y 11), hígado adulto (lineas 2, 6 y 12.),
músculo esquelético (lIneas 4, 7 y 13) y línea celular FTO2B (lIneas 8, 9, 10 y 14) se transcribió en reverso
usando como cebador oligo dT16. Las AUNo correspondientes se amplificaron par PCR empleando como
cebadores las pares de oliginucleotidosH-C para la amplificación de la PFK-2/FBPasa2 hepática adulta (líneas
1 y 2), M-C en el caso de la PFIC-2/FBPasa2 especifíca de mUsculo esquelético (líticas 3 y 4), 50, laf-C y
lbf-C para la PPK-2/FBPasa2 de la línea FTO2B (lIneas 5-10) y el par N-C como control interno del proceso,
comdn para las distintas especies de ARNm (lineas 11-14). Les fragmentos correspondientes a las lineas 1-4
se extrajeron del gel y se secuenciaron para asegurar la naturaleza del producto amplificado. Los resultados son
representativos de cuatro experimentos.
1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314
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Para determinar la proporción de cada una de las especies de ARNm de la PFK-
2/FBPasa2 amplificadas en las muestras de hepatocitos fetales se llevó a cabo una PCR
semicuantitativa, en la que el oligonucleótido C, común en todas las amplificaciones> se
marcó en su extremo 5’ libre con [y-32P]ATP. Los productos se analizaron en un gel de
poliacrilamida conteniendo urea 8 M y, tras secar el gel y exponerlo a una película
autorradiográfica, se cuantificaron por densitometría láser (fig. 3.27). Como se observa en
la tabla 5, cl AiRNm de la PFK-2/FBPasa2 tipo L y tipo M representan un 53% y 47%,
respectivamente, del total de ARNm de la PFK-2/FBPaSa2 detectado por PCR en la muestra
fetal. Estos resultados están de acuerdo con la cuantificación realizada en el ensayo de
protección frente a ARNasas (tabla 4).
A B C
Kb 123 123 123
0.7—
0.5- 35ff
0.4— a
0.3—
Figura 3.27. Análisis del ARNm de laPFK.2(FBPBSR2 presente en hepatocitos fetales mediante la técnica
de RT-PCR.
Tras transcribir en reverso 5 pg de ARN total extraído de hepatocitos fetales de 20 días (línea 1>,
hígado adulto (línea 2) y músculo esquelético <línea 3) usando aligo dT16, se llevó a caba la amplificación par
PCR empleando los pares de cebadores 1-FC (panel A), M-C (panel E) y N-C (panel C), tal y como se indica
en la sección 2.9 del capítulo de Material y Mátodos. El aligonucledtido C, común en todas las amplificaciones,
se marcó en su extremo 5’ libre can [y-32P]ATP para poder cuantificar los productos amplificados. El análisis
es representativo de cuatro experimentos.
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Muestra Fra2mento hepático Fragmento muscular
1-lepatocitos fetales 53 ±4 47 ±4
Hígado adulto 85 ±5 15 ±1
Músculo esquelético 8 ±1 92 ±8
Tabla 5. Análisis semicuantitativo del ARNm de la PFK-ZfFBPasal presente en hepatocitos fetales
medIante la técnica de RT-PCR.
5 ¡tg de ARN total extraído de hepatocitos fetales de 20 días, hígado adulto y músculo esquelético se
transcribieron en reverso y amplificaron usando oligonucleátidos especiticos para las secuencias de la PFK-
2/FBPasa2 tipo L y tipo M, y un oligonucleátido común a ambas secuencias marcado en su extremo 5’ libre
con [y-’2P]ATP. Las sefiales amplificadas se midieron por densitometr(a láser y se expresaron como el
porcentaje de los productos específicos amplificados (pares H-C y M-C) tras la norn]alización con el producto
amplificado como control interno (par N-C>, considerando como 100% la suma dc las sefiales obtenidas cii la
amplificación con los oligonucicétidos específicos. En la figura 3.27 se muestra un autorradiogrania
representativo. Los resultados son la media ±EEMde cuatro experimentos.
5.- Identificación del extremo 5’ deI ARNm de la PFK-2/FBPasa2 específico de
hígado fetal. Reacción de extensión con cebador (“Primer extensión”)
Los resultados obtenidos parecen indicar la existencia de una tercera especie
de ARNm de la PFK-2/FBPasa2 específica de hígado fetal, diferente en su extremo 5’ al
ARNm del isoenzima hepático adulto. Para identificar el extremo 5’ se llevé a cabo la
reacción de extensión con cebador (“Primer extensión”).
PoliA-ARN extraído de hepatocitos fetales de 20 días, hígado adulto y músculo
esquelético se hibridé con un cebador complementario a los nucleótidos 472-493 de la
secuencia del gen A de la PFK-2/FBPasa2 (Lange et al., 1989). El oligonucleótido se marcó
en su extremo 5’ con [‘y-32P]ATPutilizando el enzima polinucleátido quinasa T4, Tras la
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hibridación, el oligonucleótido se extendió por transcripción en reverso emnñeando como
molde el ARNm de la PPK-2/FBPasa2 presente en las muestras de poliA-ARN a analizar.
En las muestras control de hígado adulto y músculo esquelético se detectaron los
fragmentos esperados de 365 bp y 166 bp, respectivamente (Crepin et al,, 1989a). En el
análisis del poliA ARLN obtenido de hepatocitos fetales se obtuvieron tres productos de 365
bp, 332 bp y 166 bp (fig. 3.28). El fragmento de 365 bp coincide cori el cap site del ARNm
de la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto localizado en la Cys + 124 (Darville et al., 1989) con
respecto al sitio de iniciación de la transcripción <posición + 1) (Lange et al., 1989). El
fragmento de 166 bp corresponde al ARNm de la PFK-2/FBPasa2 especifico de músculo
esquelético presente, como ha quedado establecido en las secciones anteriores, en las
muestras fetales. La presencia de, un fragmento adicional parece confirmar la existencia de
una forma de ARNm de la PFK-2/FBPasa2 en el hígado fetal que tendría un extremo 5’
diferente al de las especies presentes en hígado adulto y músculo esquelético.
Debido a que el mensajero de la PPK-2/FBPasa2 es muy poco abundante (<0.01%
del total de ARNm), no fue posible secuenciar los AUNo obtenidos en la reacción de
extensión con cebador. La disponibilidad en un futuro próximo de una librería de ADNc de
hígado fetal de rata permitirá continuar estos trabajos e identificar el mensajero fetal de la
PFK-2/FBPasa2.
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Fign 3.28. Análisis del extreno 5’ deI ARNun de laPFK-2/FBPasal de hepatocitos fetales, hígado adulto
y músculo esquelético.
Las resultados son representativos de tres experimentos en los que 5 pg de poliA-ARN extraído de
hepatocitos fetales dc 20 días (lútea 2), hígado adulto (iffiea 3> y mdsculo esquelético (línea 4) se hibridaron con
1O~ cpm del oligonucleótido P (fis. 2.1), y se extendieronpor transcripción en reverso, La línea 1 corresponde
a! ADN del bacteriofago 4X174 digerido can Hñif 1. Las flechas muestran los fragmentos obtenidos en el
análisis: a - 365 bp, b - 332 bp, o - 166 bp.
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La fase hipoglucémica que tiene lugar en el recién nacido como consecuencia del cese
del aporte materno de glucosa, se compensa a través de distintos mecanismos entre los que
cabe citar la movilización del glucógeno, la disminución de la elevada capacidad glucolítica
¡ de diversos tejidos y el desarrollo progresivo de la gluconeogénesis, situaciones favorecidas
por factores hormonales y nutricionales (Martín-Sanz et al., 1989; Casado et aL, 1993), Uno
de los factores que controlan los flujos glucolítico/gluconeogénico hepáticos es el cambio en
la concentración de Fru-2,6-P2 (Pilkis y El-Maghrabi., 1988). En el hígado, este metabolito
es sintetizado y degradado por el enzima bifuncional PFK-2/FBPasa2 (Pilkis et aL, 1990>.
Se han caracterizado vados isoenzimas bifuncionales específicos de tejido que difieren en
tamaño, propiedades cinéticas e inmunológicas así como en su respuesta a fosforilación por
proteína quinasas (Rider et al, 1985; Kitamura eÉ al,, 1989; Sakata y Uyeda ,1990; Sakata
et al., 1991; Watanabe et al,, 1994). Existen evidencias que sugieren que la PFK-2/FBPasa2
de hígado fetal es una isoforma distinta de la expresada en tejido adulto: a) diferente
comportamiento en filtración en gel, b) diferente perfil peptidico tras la digestión con CNBr,
c) fosforilación por PICA y PKC que no implica cambios en sus propiedades cinéticas y d)
diferente especifidad frente a anticuerpos que reconocen la región aminoterminal de la PFK-
2/FBPasa2 adulta (Martín-Sanz et al., 1992).
Un modelo interesante para el estudio del papel del AMPc en el control de la
expresión génica es la transición del período fetal al período neonatal. Esta etapa se
caracteriza por una caída en la relación plasmática insulina/glucagón lo que provoca una
modificación importante en el metabolismo hepático de carbohidratos, controlado
principalmente a través de cambios en el modelo de expresión de enzimas claves en las vías
glucolitica y gluconeogénica como por ejemplo la PFK-2/FBPasa2, PEPCK y L-PK (Girard
et al., 1992; Lyonnet et al., 1988). PFK-2/FBPasa2 y PKjuegan un papel importante en el
control de los flujos glucollticofgluconeogénico en el hígado a través de su acción en la
velocidad de los ciclos fútiles y coordinando su respuesta a hormonas y factores nutricionales
(Hue y Bartrons, 1985).
En hepatocicos adultos el glucagón o su segundo mensajero el AMPc rápidamente
disminuyen la transcripción del gen y, por consiguiente, los niveles del ARNm de la PFK-
2IPBPasa2 (Rosa et al., 1993). Sin embargo la exposición de hepatocitos fetales tanto a un
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derivado permeabie del AMPc como al glucagón incrementa la actividad quinasa, la cantidad
de proteína y los niveles del mensajero del enzima bifuncional.
La PEPCK se utilizó como modelo de enzimas modulados por cambios en la
concentración de AMPo <liad y Hanson, 1988; McGrane et al., 1992). La expresión de la
PEPCK en respuesta al AMPc fue similar en los hepatocitos fetales y adultos, tal y como
habla sido descrito previamente (Pégorier et al., 1992).
El bloqueo transcripcional de la L-PK provocado por el glucagón y el AMPo en el
hígado adulto (Bergot cÉ al., 1992; Decaux et al,, 1989), contrasta con el incremento en los
niveles del mensajero en hepatocitos fetales incubados con el derivado del AMPc. Estudios
previos en el modelo de expresión de la PK hepática durante el desarrollo sugirieron la
posibilidad de un bajo contenido de este enzima durante el Ultimo período de la vida fetal y
la lactancia <Tremp et aL, 1989). En estos experimentos se emplearon homogeneizados
hepáticos o hígados de ratones transgénicos. En este trabajo se han utilizado hepatocitos
aislados, libres de contaminación de células eritroideas, En estas condiciones se observa una
clara señal de la forma L de la PX aunque la posibilidad de Ja presencia de la forma
eritroidea de la PK <tipo R) en odiulas fetales no puede ser descartada (Lyonnet et al., 1988).
L y R-PK son codificadas por un único gen pero, debido a la presencia de distintos
promotores, difieren en la región de flanqueo 5’. Durante el período fetal se expresaría
mayoritariamente la forma eritroidea, mientras que la forma L predominaría en la etapa
adulla.
La forma adulta de la PFK-2/FBPasa2 seguiría un modelo de expresión similar al
descrito para el enzima hepático de la PK (Poole et al., 1982; Blair et al., 1986). Sin
embargo, a la vista de los resultados obtenidos en este trabajo, hay una falta de paralelismo
entre los cambios en la expresión del enzima bifuncional en el período posínatal <horas)
comparado con el tiempo requerido para la inducción de la forma L-PK (días) (Pode et al.,
1982).
Es conocida la importancia de los glucocorticoides en la regulación de los flujos
glucolítico/gluconeogénico hepáticos a través del control de la expresión de enzimas
reguladores de esos flujos (Granner y Pillds, 1990). La PFK-2/FBPasa2 responde a
glucocorticoides en cultivo primario de hepatocitos fetales. El aumento en los niveles de
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ARNm es evidente después de 15h de cultivo y causa cambios tanto en la actividad de la
PFK-2/FBPasa2 como en la concentración de Fru-2,6-P2. La coestimulación de los
hepatocitos fetales con glucocorticoides y hormonas que incrementan los niveles de AMPc,
supone un aumento en los niveles del ARNm del enzima bifuncional superior al observado
en el tratamiento exclusivo con dexametasona, situación opuesta a la de los hepatocitos
adultos. Estos resultados parecen indicar la participación de factores transcripcionales
~72específicos que jugarían un papel relevante durante la transición perinatal. Son nece~grioS
estudios posteriores para explicar la hipótesis que se ha sugerido y delimitar las bases
moleculares de esta diferente respuesta hormonal en la expresión de la PFK-2/FBPa5a2 J
durante el desarrollo.
Como demuestran los resultados presentados en este trabajo, la estabilidad del ARNm
de la PFK-2/FBPasa2 en hepatocitos fetales y adultos fue diferente, mostrando una vida
media de 8-lOh y 4h, respectivamente. No se conocen exactamente los mecanismos que
controlan la vida media de los distintos ARNm en el citoplasma. Según estudios recientes se
cree que ésta viene determinada por la existencia de una secuencia de reconocimiento
pentamérica (AUUUA) (Shaw y Kamen, 1986). La supresión de esta secuencia aumenta
extraordinariamente la estabilidad del ARNm y, por el contrario, la adición de otras
secuencias Al) confieren una menor estabilidad. Se ha identificado una proteína que es capaz
de reconocer y unirse a estas secuencias AUUUA contenidas en el ARN (Malter, 1989) y
se piensa que la formación de este complejo puede hacer al ARNm susceptible de ser
degradado rápidamente en el citoplasma. El efecto del AMPc en células fetales no se afectó
por el tratamiento con cicloheximida y se mantiene en presencia de actinomicina 13. Por
tanto, A?MPc, cicloheximida y actinomicina U podrían inhibir la expresión de esta proteína
implicada en la degradación del ARNm de la PFK-2/FBPa5a2.
Al inicio de este capituío hemos indicado que el hígado fetal parece expresar una
forma de PFK-2/FBPasa2 diferente a la presente en el tejido adulto. Los resultados obtenidos
en este trabajo muestran que este isoenzima fetal es progresivamente reemplazado después
del nacimiento por una forma de la PFK-2/FBPasa2 que exhibe cambios cinéticos en
respuesta a la fosforilación por PICA. Por lo demás, este enzima es presumiblemente similar
al presente en el hígado adulto. La actividad PFK-2 aumenta 12h después del nacimiento para
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posteriormente disminuir a valores adultos, lo que refleja el alto dinamismo en la síntesis y
degradación de la PFK-2/FBPasa2 que tiene lugar durante la transición fetal-neonatal. El
reconocimiento de la PFK-2/FBPasa2 adulta usando un anticuerpo especifico y el análisis
Northern blot empleando la sonda común de 1.4 Kb demuestran de forma coherente el
acúmulo de la PFK-2/FBPm2 característica del hígado adulto después del nacimiento.
A nivel del mensajero, hay cierta controversia acerca de la forma dc ARNm dc la
PFK-2/FBPasa2 presente en el hígado fetal. A través del ensayo de protección frente a
ARNasas hemos identificado en el hígado y hepatocitos fetales durante los últimos días de
gestación cantidades similares de ARNm de la PFK-2/FBPasa2 específica de hígado adulto
y músculo esquelético, de acuerdo con la actividad de los promotores L y M. El promotor
L es activo desde el día 19 de gestación. A lo largo del desarrollo fetal, una progresiva
metilación en la posición -2059 reprime la actividad del promotor L pero, a partir del día 19,
la desmetilación permitiría la unión de factores de transcripción comenzando a expresarse el
ARNm de la PFK-2/FBPasa2 hepática adulta (Zimmerman y Rousseau, 1994).
En el ensayo de protección frente a ARNasas también se detectó un fragmento de 223
bp específico del tejido fetai que podría corresponder a un tercer mensajero de la PFK-
2/FBPasa2 que difererla en 257 bp del extremo 5’ del mensajero hepáticq adulto. Este
fragmento podría explicar el sitio adicional de iniciación de la transcripción detectado en el
hígado fetal mediante la reacción de extensión con cebador (“primer extension’j.
Usando el ensayo de protección frente a ARNasas, Dupriez y colaboradores
demostraron la actividad de un promotor adicional en el hígado fetal (promotor E). Sin
embargo, tanto por análisis Northern blot usando una sonda específica del ARNm generado
por este promotor, así como mediante la amplificación por PCR empleando pares de
oligonucleótidos correspondientes a la secuencia del promotor P, no hemos observado la
presencia de esta especie de ARNm detectado en células FTO2B <Dupriez et al., 1993).
La relevancia fisiológica de la presencia de distintos isoenzinias PFK-2/FBPasa2
durante la transición perinatal podría ser interpretada en base al peculiar metabolismo de
carbohidratos que tiene lugar en esta etapa del desarrollo. Las reservas de gLucosa se
mantienen constantes durante la vida fetal gracias al aporte materno continuo. Por tanto, el
feto no requiere una vía gluconeagénica operativapara mantener la glucemia. Realmente, el
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h~ado fetal está preparado para realizar una intensa glucolisis (Girard et al., 1992) y, como
demuestran los resultadas de este trabajo, una PFK-2/FBPasa2 pobremente regulada es
suficiente para favorecer el flujo a través de la PFK-l, Desde este punto de vista, la proteína
adulta sólo debería expresarse después del nacimiento> ya que sólo desde este momento es
necesario una forma que regule el ciclo Fru- 1, 6-P2/Fru 6P y, por tanto, permita que la
gluconeogénesis tenga lugar en el momento en el que el depósito de glucógeno se depleciona
ylos niveles plasmáticos de glucosa disminuyen, situación característica del período neonatal
y en general del órgano adulto, pero no del hígado fetal.
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1.- La incubación de hepatocitos fetales con glucagón o con un derivado permeable
del AMPo incrementó la actividad total, la cantidad de proteína y los niveles del ARNm de
la PFK-2/FBPaSá2 y L-PK, en contraste con el comportamiento exhibido por los hepatocitos
adultos, Por tanto, deben existir señales especificas en e] tejido fetal que participen en la
respuesta de la PFK-2IFBPaSB2 y L-PK a hormonas que incrementen los niveles de AMPc.
El efecto se mantuvo iii vivo así como en presencia de cicloheximida, lo que sugiere que el
AMPo podría activar la degradación de alguna proteína que estuviera desestabilizando a Ja
PFK-2/PBPa~ presente en los hepatocitos fetales.
2.- La concentración de Fru-2,6-P2, actividad quinasa total, proteína y niveles de
ARNm de la PPK-2/FBpasx2 se incrementaron tras la incubación de hepatocitos fetales y
adultos en cultivo con dexametasona. Este efecto se potencid por la insulina y la tiroxina.
Estos resultados confirman el papel de estas hormonas en el mantenimiento de la
transcripción del gen de la PFK-2/FBPasa2 en hepatocitos en cultivo.
3.- La coestimulación de hepatocitos fetales con dexametasona y un análogo
permeable al AMPc incrementó los niveles del mensajero de la PFK-2/FBPasa2 por encima
del valor obtenido sólo con el glucocorticoide o el análogo del AMPo, situación opuesta a
la dc los hepatocitos adultos incubados en las mismas condiciones. Bstos resultados confirman
plenamente el efecto diferencial que el AMPo ejerce sobre la regulación de la expresión de
la PFK-2/FBPasa2 a lo largo del desarrollo hepático.
4,- La vida media del ARNm de la PFX-2/FBPasa2 en hepatocitos fetales y adultos
fue de 8-lOh y 4h, respectivamente. El estudio llevado a cabo con inhibidores
transcripcionales puso de manifiesto un mecanismo de regulación de la estabilidad del
mensajero de la PFK-2/FBPasa2 diferente en ambas etapas del desarrollo.
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5.- El isoenzima fetal de la PFK-2/FBPasa2 es progresivamente reemplazado después
del nacimiento por una forma que presenta propiedades cinéticas e inmunológicas similares
a las mostradas por el enzima presente en el hígado adulto. La aparición de este isoenzima
se debe al inicio en ese punto del desarrollo de la expresión mayoritaria del ARNm de la
PFK-2/FBPasa2 característico del hígado adulto.
6.- Mediante el ensayo de protección frente a ARNasas y el uso de sondas que
reconocen específicamente la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto, músculo esquelético y de la
línea celular FTO2B, hemos demostrado la presencia en el hígado fetal de cantidades
similares del mensajero de la PFK-2/FBPasa2 característico de hígado (46%> y músculo
esquelético (35%), sin detectar el ARNni característico de la línea celular de bepatoma de
rata FTO2B.
7.- La presencia en el ensayo de protección frente a ARNasas de un fragmento
protegido exclusivamente en la muestra fetal sugiere la existencia de una tercera especie de
ARNm de la PFK-2/FBPasa2 que se diferencia en aproximadamente 257 bp del extremo 5’
del exón iL específico de la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto. El análisis de la secuencia
de la PFK-2/FBPasa2 reveló la presencia de un posible sitio de corte y empalme (“splicing”)
que podría dar lugar a esta tercera especie de mensajero especifico del hígado fetal.
8.- El análisis por reacción de extensión con cebador “primer extension” indicó la
existencia de 2 sitios de iniciación de la transcripción en el hígado fetal. Uno de estos sitios
coincide con el sitio de iniciación de la transcripción del ARNm específico de hígado adulto,
mientras que del sitio adicional podría originarse la nueva especie de ARNm de la PFK-
2/FBPasa2 detectada en el hígado fetal.
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